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1.1. Allgemeine Vorbemerkungen 
Die Transplantation solider Organe ist eine etablierte Therapie bei akuten oder 
chronischen Erkrankungen, die zum irreversiblen Verlust der Organfunktion führen. 
Die Entnahmeoperation findet bei der postmortalen Organspende meist örtlich 
getrennt von der Empfängeroperation statt, so dass die Spenderorgane zum 
Empfänger-Krankenhaus transportiert werden müssen. Die Entwicklung geeigneter 
Konservierungslösungen und die Kühlung der Transplantate erlaubt eine 
Konservierung der Spenderorgane für mehrere Stunden. Die zeitlichen Grenzen für 
die kalte Konservierung liegen bei der Niere bei 36, bei der Leber bei 12 und beim 
Herzen bei 6 Stunden. Die kalten Konservierungslösungen enthalten protektive 
Substanzen, welche die Organfunktion nach Reperfusion des Transplantates 
erhalten sollen und somit den Transport der Spenderorgane erlauben. 
Neben den logistischen Voraussetzungen, die eine kalte Konservierung der 
Spenderorgane erfordern, werden die Transplantate notwendigerweise 
unterschiedlichen Schädigungen ausgesetzt. Die Organe werden im hirntoten 
Spender durch Aufrechterhaltung der Hämostase weiter mit Blut perfundiert. Das 
Spenderalter, die Todesursache, eine eventuelle Reanimation und die 
intensivmedizinische Therapie beeinflussen hierbei die Spenderorgane. Während der 
Spenderoperation werden die Organe der operativen Manipulation ausgesetzt. Die 
Perfusion der Spenderorgane mit einer 4°C kalten Konservierungslösung stellt den 
Beginn der kalten Ischämiezeit dar. Die Organe werden bis zur Reperfusion im 
Empfänger in der kalten Konservierungslösung gelagert. Unmittelbar vor der 
Reperfusion werden die Organe einer kurzen warmen Ischämiephase ausgesetzt, die 
zur Fertigstellung der Gefäßanastomosen benötigt wird. Die resultierende 
Schädigung des Transplantates als Folge der Exposition gegenüber Phasen der 
warmen und kalten Ischämie sowie der Reperfusion mit Blut im Empfänger wird als 
Ischämie-Reperfusionsschaden bezeichnet. Ein ausgeprägter Ischämie-
Reperfusionsschaden kann eine Transplantatnichtfunktion oder Transplantat-
dysfunktion zur Folge haben. 
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1.2. Ischämie-Reperfusionsschaden 
Im Rahmen von akuten Durchblutungsstörungen, jedoch auch bei der 
Organtransplantation sowie bei interventionellen Maßnahmen kommt es zu Ischämie 
von Organen und nachfolgend während der Phase der Reperfusion zur Schädigung 
des Organs. Die Organschädigung durch Ischämie-Reperfusion führt zu einem 
teilweisen Verlust der Organfunktion und ist damit für die Transplantation von 
entscheidender Bedeutung. Neben immunologischen Mechanismen spielt die 
Ischämie-Reperfusion eine wesentliche Rolle beim akuten und chronischen 
Organversagen. Eine immer genauere Erforschung der zellulären Mechanismen bei 
Ischämie-Reperfusion ist daher von Bedeutung, da nur so ein kausaler Ansatz bei 
der Suche nach neuen Interventionsstrategien möglich ist. 
Die Ischämie-Reperfusion ist ein komplexer pathophysiologischer Prozess. Anhand  
von Tierexperimenten ist deutlich geworden, dass Ischämie-Reperfusion eine 
kurzzeitige und eine langfristige Modulation zahlreicher Zellfunktionen auslöst, die 
eine induzierte zelluläre Dysfunktion und mikrozirkuläre Minderperfusion im 
Transplantat induziert und zum akuten oder verzögerten Zelltod führen kann. 
Verschiedene Mechanismen scheinen am Ischämie-Reperfusionsschaden beteiligt 
zu sein. Hierzu gehören Azidose, ATP-Verbrauch, Sauerstoffmangel, Störung der 
Ionen-Pumpen und Transporterfunktion für Glucose und Lactat, Auftreten von freien 
Radikalen, mitochondriale Dysfunktion, Freisetzung von immunologischen Faktoren 
und inflammatorischen Zytokinen.  
Für den Ischämie-Reperfusionsschaden ist zum größten Teil die Hypothermie 
während der Konservierung verantwortlich. Das Absenken der Organtemperatur 
reduziert die zelluläre metabolische Aktivität. Für die Niere konnte bereits Ende der 
fünfziger Jahre gezeigt werden, dass der Metabolismus weiter aktiv ist (Levy 1959). 
Dies bedeutet, dass es während der Hypothermie zu einem Substrat- und ATP-
Verlust kommt. Die ablaufenden Stoffwechselprozesse verbrauchen mehr Energie 
als synthetisiert werden kann (Harvey et al.1988). Bei der Ischämie führt der 
Sauerstoff- und Glucose-Mangel zu einem intrazellulären Energieverbrauch, der den 
Erhalt des zellulären Membranpotentials beeinträchtigt. Besonders rasch ist die 
Na+/K+-ATPase betroffen, die einen Großteil des durch oxidative Phosphorylierung 
bereitgestellten ATPs für den energieabhängigen Na+/K+-Antiport benötigt (Silver u. 
Erecinska 1994). Die Aktivierung spannungsabhängiger Ionenkanäle an Membranen 
bewirkt einen Einstrom von Na+-, Ca2+- und Cl--Ionen. Cl- strömt in die Zelle, während 
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sich K+ aus der Zelle hinausbewegt. Diese Ionenverschiebungen führen zu einem 
Wassereinstrom mit Ausbildung eines intrazellulärem Ödems, dessen Ausmaß von 




































Vereinfaches Schema der Pathophysiologie des Ischämie-Reperfusionsschadens 
(modifiziert nach Post et al. 1996). 
 
Eine Bereitstellung von intrazellulärer Energie in Form von ATP kann nur über 
anaerobe Glykolyse erfolgen, was zu einer intrazellulären Azidose führt. Die Hypoxie 
bedingte Azidose führt zu einem Verlust der Membranpermeabilität. Gleichzeitig 
erfolgt in saurem Milieu die Konversion der Xanthinhydrogenase in ihre oxidierende 
Form, die Xanthinoxidase (Waud u. Rajagopalan 1976). Die Hypothermie 
verlangsamt diese Reaktion erheblich, aber nach Reperfusion des Organs mit 
sauerstoffreichem Blut kommt es zur Bildung von Sauerstoffradikalen, welche die 
Entzündungskaskade auslöst (Abb. 1). 
Reperfusion und Reoxygenierung nach längerer Ischämie oder Hypoxie sind mit 
einem Anstieg der Ca2+-Konzentration verbunden. Die erhöhte Ca2+-Konzentration 
führt zu einer Kalziumüberladung der Mitochondrien. Hinzu kommt die Anhäufung 
freier Fettsäuren als Folge der PLA2-Aktivierung, die zur mitochondrialen Dysfunktion 
und Schädigung des oxidativen Stoffwechsels beiträgt (Siesjö 1991). Die Folge ist 
eine Entkoppelung der oxidativen Phosphorylierung von der Atmungskette und 
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Störung des ATP/ADP Transports. Die Mitochondrien sind unter hypoxisch- 
ischämischem Energiemangel („oxidativer Stress“) dilatiert, das mitochondriale 
transmembranale Potential verringert sich und, sie produzieren durch den 
fortlaufenden Elektronentransport bei reduzierter Atmungskette zusätzliche reaktive 
Sauerstoffderivate wie O2− und H2O2. Vor allem Komplex I (NADH-Ubichinon-
Oxidoreduktase) der Atmungskette wird durch reaktive Sauerstoffderivate geschädigt 
mit der Folge eines weiteren Energiemangels durch die verminderte mitochondriale 
ATP-Produktion. Dies erhöht die zelluläre Empfindlichkeit für weitere Schäden (Davis 
et al. 1997). Die Öffnung einer Protonenpore in der inneren Mitochondrienmembran 
führt zum Zusammenbruch des elektrochemischen Gradienten von H+  und zum 
Sistieren der ATP-Produktion (Kristian u. Siesjö 1998). 
Beim Ischämie-Reperfusionsschaden spielt das Endothel eine wesentliche Rolle. Im 
gesunden Organ sind die Endothelzellen für die Regulation der Permeabilität, die 
Adhäsion von Leukozyten und Thrombozyten sowie für die Bildung und Sekretion 
von vasodilatierenden und antiadhäsiven Substanzen wie NO, Prostaglandine usw. 
verantwortlich. Diese Funktionen werden durch Ischämie wesentlich beeinträchtigt. 
Eine Schädigung der Gefäßendothelien führt zu einer Aktivierung des 
Komplementsystems, das seinerseits eine weitere Aktivierung zirkulierender 
neutrophiler Granulozyten zu Folge hat. Die Endothelzellschicht ist für die 
Hämostase der Gefäßwand sehr wichtig und wird als erste von den Auswirkungen 
der Ischämie und der Reperfusion betroffen. Durch die progressive endotheliale 
Dysfunktion kommt es zu einer Erhöhung der mikrovaskulären Permeabilität mit 
konsekutiver Transsudation in das Interstitium und Bildung von Mikrothromben, so 
dass eine Gewebeischämie auftreten kann (Van Griensven et al. 1999, Barie u. 
Mullins 1988, Seekamp u. Ward 1993, Stephens et al. 1988, Sigurdsson et al. 1992). 
Durch das in den Gefässendothelzellen vorkommende Enzym Xanthinoxidase 
werden aus den während der Ischämie entstandenen Adeninnukleotiden 
gewebsschädigende Sauerstoffradikale gebildet, die ihrerseits zu einem 
Gefässendothelschaden führen. Kommt es zu einer Wiederherstellung der 
Durchblutung, kann durch Sauerstoffradikale und die Induktion von Hitze-Schock-
Proteinen in dem Ischämiegebiet ein Reperfusionsschaden entstehen (Cipolle et al. 
1993, Rinaldo et al. 1990). Die entstandene Ischämie führt erst bei einer Reperfusion 
durch Einschwemmen von Proteasen, lysosomalen Enzymen, Sauerstoffradikalen, 
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Arachidonsäuremetaboliten und aktivierten neutrophilen Granulozyten zu sekundären 
Organschäden. 
 
1.2.1. Ischämie-Reperfusionsschaden des Dünndarms 
Im Darm kommt es direkt nach Reperfusion durch Desquamation des Epithels zur 
Zerstörung der Darmschleimhaut (Kong et al. 1998). An dieser Gewebeschädigung 
scheinen Sauerstoffradikale ursächlich beteiligt zu sein (Kong  et al.1998, Weixiong 
et al. 1994, Arthur 1988). Durch Interaktionen mit Desoxyribonukleinsäuren können 
Sauerstoffradikale DNA-Strangbrüche hervorrufen (Bielski u. Shiue 1979, Burger et 
al. 1980). Die hochreaktiven Radikale und Intermediate können durch direkte 
Reaktion mit Lipiden und Proteinen der Zellmembranen den Gewebeschaden 
induzieren, indirekt durch Vasokonstriktion und Thrombozytenaktivierung zu 
Mikrozirkulationsstörungen beitragen oder aber durch Aktivierung von Leukozyten 
zur Ausdehnung der Inflammation führen (Tribble et al.1987, Jung et al. 2000). Die 
Granulozyten wandern über einen speziellen Mechanismus ein. Endothelzellen 
setzen Zytokine wie Interleukin-1β, Interleukin-6, Interleukin-8 und TNFα frei, die 
proinflammatorisch die Infiltration mit neutrophilen Granulozyten fördern. 
Die Aktivierung der polymorphnukleären Neutrophilen unterliegt einer Signalkaskade, 
an deren Ende u. a. die Expression von Adhäsionsmolekülen am Gefässendothel 
steht (Nüssler et al. 1999). Diese Aktivierung von Leukozyten bzw. 
polymorphnukleären Neutrophilen (PMN) ist das Kennzeichen der späteren Phase 
der Gewebeschädigung (Kong et al. 1998, Moore et al. 1994). Pulmonale Schäden 
wurden nach Ischämie-Reperfusion der Extremitäten (Belkin et al.1989, Seekamp et 
al. 1994, Siebert et al. 1993) und der Leber (Dubayo u. Carlson 1988) beschrieben. 
Ursächlich hierfür sind neutrophile Granulozyten und reaktive Sauerstoffradikale 
(Belkin et al. 1989, Goldman et al. 1992, Kazui et al. 1994, Klausner et al. 1988, 
Seibert et al. 1993), welche zum Teil in den neutrophilen Granulozyten gebildet 
werden oder bei den chemischen Reaktionen entstehen, welche in dem 
reperfundierten Areal ablaufen (Korthuis et al. 1989, Parks u. Granger 1986). Eine 
gesteigerte Biosynthese von Adhäsionsmolekülen, welche die Leukozyten-Endothel 
Adhäsion vermittelt, resultiert als Folge des Ischämie-Reperfusionsschadens (Carden 
u. Granger 2000). In einem Rattendünndarm Transplantationsmodell zeigten 
Cicalese et al., dass die Zahl neutrophiler Granulozyten in der Mukosa nach 
Reperfusion zunimmt (Cicalese et al. 1996). Die polymorphnukleären Neutrophilen 
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(PMN) werden als Ursache der lokalen Schädigung während intestinaler Ischämie 
und Reperfusion diskutiert. Die Blockierung der Adhäsion von PMN nach kompletter 
intestinaler Ischämie-Reperfusion resultiert in einer geringeren Schädigung 
nachgeschalteter Organe, jedoch nicht in einer geringeren lokalen 
Dünndarmschädigung. Simpson et al. vermuteten hierauf, dass PMN und deren 
Produkte während des Ischämie-Reperfusionsschadens hauptsächlich zu einer 
Schädigung der Lunge, teilweise der Leber aber nicht lokal am Dünndarm führen 
(Simpson et al. 1993). In einem Rattenmodell führte eine warme Ischämie des 
Dünndarms von 30 min und anschließende Reperfusion über 1 Stunde zur 
Verminderung der Durchblutung im gesamten Dünndarm. Interaktionen zwischen 
Leukozyten und Gefäßwänden wurden hingegen nur in der Submukosa beobachtet. 
Beuk et al. kamen zu der Schlussfolgerung, dass die initiale Entzündungsreaktion 
nach Ischämie-Reperfusion auf die Submukosa beschränkt ist und dass beide 
mikrovaskulären Effekte zur mukosalen Schädigung beitragen (Beuk et al. 2000). Die 
Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothel werden durch Selektine vermittelt. 
E-Selektin initiiert das Rollen der Leukozyten und deren anschließende Adhäsion an 
das Endothel. In einem Ischämie-Reperfusionsmodell des Mäuse-dünndarms konnte 
gezeigt werden, dass die Gabe eines E-Selektin spezifischen monoklonalen 
Antikörpers zu einer Reduktion des Ischämie-Reperfusionsschadens führt (Russell et 
al. 2000). Sauerstoffradikale aus aktivierten Leukozyten/PMN sind nicht nur 
maßgeblich am Gewebeschaden während der Reperfusionsphase in den vorher 
ischämischen Organabschnitten beteiligt, sondern spielen auch eine entscheidende 
Rolle bei der Dissemination des Ischämie-Reperfusionsschaden, wenngleich die 
exakten Mechanismen noch ungeklärt sind (Kong et al. 1998, Poggetti et al. 1992, 
Moore et al.1994). 
Die Mukosa des Dünndarms ist besonders empfindlich gegenüber dem Ischämie-
Reperfusionsschaden. Die morphologischen Auswirkungen des Ischämie-
Reperfusionsschadens auf die Mukosa wurden bereits 1970 von Chiu et al. in einem 
Ratenmodell beschrieben. Der charakteristische Verlauf der mukosalen Schädigung 
zeigt zu Anfang eine Ablösung des mukosalen Epithels, welche histologisch als 
Grünhagen´sche Spalten imponieren. Die Destruktion der mukosalen Villi erfolgt 
anschließend apikobasal und endet in einer Desintegration der Mukosa mit 
Denudation der Villi und Hämorrhagien (Chiu et al. 1970). Takeyoshi et al. konnten in 
einem Hundedünndarm-Transplantationsmodell zeigen, dass eine kalte 
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Konservierung von 24 Stunden nur zu einer minimalen Schädigung der Mukosa führt 
(Takeyoshi et al. 2001). Im Darm wurde während der Ischämie eine Schädigung der 
Mukosa und Lamina propria mit Einschränkung der mukosalen Barrierefunktion 
beobachtet (Haglund 1994, Kong et al. 1998, IIIyés u. Hammar 1992). Eine mukosale 
Schädigung kann jedoch frühzeitig nach Reperfusion beobachtet werden. In einem 
Perfusionsmodell des Rattendünndarms konnte bereits 2 Stunden nach Reperfusion 
eine deutliche Schädigung der Mukosa gezeigt werden (Brown et al. 1990). Bereits 1 
Stunde nach Reperfusion wurde eine erhebliche mukosale Schädigung bei humanen 
Dünndärmen nachgewiesen (Sisley et al. 1994). 
Die Mukosa des Dünndarms ist von besonderer Bedeutung, da das intestinale 
Lumen direkten Kontakt zur Außenwelt besitzt. Der Dünndarm ist besiedelt von 
Mikroorganismen. Durch Störungen der Mikrozirkulation kann es zur 
Beeinträchtigung der mukosalen und vaskulären Integrität und zum Übertritt von 
Bakterien und Toxinen vom Darmlumen in den Blutkreislauf kommen (Wenzel 1993) 
und eine schwere Infektion und Entzündungsreaktion auslösen. Dort werden die 
Mikroorganismen lysiert und als Zellwandbestandteil grammnegativer Bakterien 
werden Endotoxine, Lipopolysaccharid (LPS), freigesetzt (Bahrami et al.  1998). 
Endotoxin selbst stimuliert wiederum humorale und zelluläre Systeme, die 
inflammatorische Mediatoren wie Zytokine und Stickoxid (NO) synthetisieren. Als 
Zielzellen für Endotoxin treten Thrombozyten, Erythrozyten, 
Granulozyten/Makrophagen, Lymphozyten und Endothelzellen auf. Bereits eine 
geringe Konzentration von Endotoxin bewirkt eine Vorstimulierung der Granulozyten 
für nachfolgende chemische Faktoren mit erhöhter Freisetzung von Proteasen und 
toxischen Sauerstoffradikalen, die für die Granulozyten- Endothelzellen- Interaktion 
mitverantwortlich sind. 
Die neutrophilen Granulozyten als wichtiger Bestandteil des unspezifischen 
zellulären Immunsystems (Griswold u. Maier 1988) werden durch Chemotaxis auf die 
mikrobiellen Organismen aufmerksam gemacht. Die Adhäsion und Migration der 
neutrophilen Granulozyten durch das Endothel wird durch mehrere Phasen (Rolling, 
Attachement und Diapedesis) gekennzeichnet. Die Migration verläuft über einen 
chemotaktischen Gradienten, wobei die mikrobiellen Organismen phagozytiert und 
lysiert werden. Bei der Lyse körperfremder Stoffe spielen die in der Granula 
(Peroxidase positive- und negative- Granula) enthaltenen Substanzen wie 
Myeloperoxidase, Elastase, Lysozym, alkalische Phosphatase usw. eine wichtige 
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Rolle (Ackerman 1971, Bainton u. Farquhar 1966). Beim Ischämie-
Reperfusionsschaden nehmen auch diese lysosomalen Produkte eine wichtige 
Funktion ein, so dass die neutrophilen Granulozyten zu den Schlüsselzellen des 
Ischämie-Reperfusionsschadens zählen (Fujishima u. Aikawa 1995, Vedder et al. 
1989, Korithuis et al 1988). Ausgelöst wird der Pathomechanismus durch 
Chemotaxine, chemische Stimuli, die die Wanderungsrichtung phagozytierender 
Zellen in Abhängigkeit von einem Konzentrationsgradienten der reizauslösenden 
Substanz bestimmen und welche nicht obligat ein mikrobieller Organismus sein 
müssen (Ward u. Mulligan 1991). Zu den potenten Chemotaxinen gehören IL-1, IL-6, 
TNFα, Endotoxin, Sauerstoffradikale, die Komplementfaktoren C3 und C5, und der 
Plättchenaktivierende Faktor (Kindt et al. 1991, Warren et al. 1989). Ein großer Teil 
wird direkt im Gewebe nach Ischämie in der Reperfusionsphase von Endothelzellen 
und Gewebsmakrophagen gebildet. Weitere Aktivatoren sind neutrophile 
Granulozyten, Immunkomplexe, Gerinnungsfaktoren, Prostaglandine und Fragmente 
des geschädigten Organs (Jonas et al. 1991, Cerasoli et al. 1990). Diese Aktivierung 
führt zu einer Hochregulation der Adhäsionsmoleküle, und die neutrophilen 
Granulozyten adhärieren am kapillaren Endothel. Es kommt zu einer vermehrten 
Produktion und Freisetzung der oben genannten lysosomalen Produkte und 
Sauerstoffradikale, die morphologisch eine Ausbreitung der Endothelzelle 
verursachen, was eine verminderte Verformbarkeit der Zelle zur Folge hat (Hoover et 
al. 1987). Dies führt zu einer Erhöhung der endothelialen Permeabilität und somit 
können die schädigenden Mediatoren und Zellen einfacher die Endothelbarriere 
passieren. Eine Endothelpermeabilitätserhöhung kann auch von inflammatorischen 
Mediatoren wie IL-6 verursacht werden (Maruo et al. 1992, van Griensven et al. 
1999). Verschiedene Zelltypen wurden als physiologische Produzenten der IL-6 
Expression beschrieben, einschließlich Monozyten, Granulozyten, T- und B-
Lymphozyten. 
Während der kalten Konservierung stellt die Hypoxie des Gewebes einen potentiellen 
Reiz für die Regulation von Genen dar. Eine Aktivierung des IL-6 Gens während 
Hypoxie und Reoxygenierung wird in der Pathogenese des Ischämie-
Reperfusionsschadens diskutiert. Muraoka et al. zeigten in vitro, dass die Aktivierung 
von NF-κB durch die Hypoxie jedoch nicht durch die Reoxygenierung induziert wird. 
Die Hypoxie-vermittelte Aktivierung von NF-κB resultiert in einer κB-vermittelten 
Aktivierung der IL-6 Transkription (Muraoka et al. 1997). 
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Neben IL-6 sind IL-2 und IFNγ weitere Mediatoren, die in der Pathogenese des  
Ischämie-Reperfusionsschadens diskutiert werden. Die immunregulatorischen 
Zytokine IFNγ und IL-2 sind Produkte von T-Zellen, die an vielen Geweben wirken. 
Die Gesamtzahl der IFNγ induzierten Gene wird auf mindestens 400 geschätzt (Wan 
et al. 1996, Früh et al. 1997).  Die Fähigkeit von IFNγ, die Transkription und 
Expression von MHC Molekülen zu induzieren, war eine der ersten beschriebenen 
biologischen Effekte (Rosa et al. 1986). IL-2 besitzt eine zentrale Rolle  bei 
intestinalen Entzündungsreaktionen. IL-2 und der IL-2 Rezeptor werden während 
Entzündungsprozessen hoch reguliert, und die Hemmung IL-2 produzierender Zellen 
hat einen günstigen Einfluss auf die intestinale Entzündungsreaktion (Fiocchi et al. 
1996).  
In den letzten Jahren wurden zunehmend Erkenntnisse über die molekularen 
Mechanismen des Ischämie-Reperfusionsschadens gewonnen. NF-κB und AP-1 sind 
Transkriptionsfaktoren, die bei unterschiedlichsten Entzündungsprozessen 
nachgewiesen wurden. Insbesondere wird die Aktivierung von „immediate early 
genes“ (IEG) wie c-fos, c-jun und egr-1 in der Pathogenese des Ischämie-
Reperfusionsschadens diskutiert (Itoh et al. 2000, Pujic et al. 1996). 
 
 10
1.3. Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit 
Der intestinale Ischämie-Reperfusionsschaden ist ein komplexer 
pathophysiologischer Prozess, dessen molekulare Mechanismen bislang nur 
annähernd bekannt sind. Als Versuchsmodell der Ischämie-Reperfusions-schädigung 
diente die isolierte extrakorporale Perfusion am Schweinemodell, welche in der Klinik 
für Transplantationschirurgie der Universität Göttingen entwickelt und standardisiert 
wurde.  
Die Ziele der Dissertationsarbeit waren: 
1. Nachweis von bekannten Mediatoren der Entzündungsreaktion, die in der 
Pathogenese  des intestinalen Ischämie-Reperfusionsschadens diskutiert 
werden. Hierzu sollte die Genexpression von IL-6, IL-2, HSP70, IFNγ und E-
Selektin während der Ischämie- und Reperfusionsphase quantitativ untersucht 
und mittels In-situ-Hybridisierung lokalisiert werden. 
2. Zur Identifikation und Lokalisation von Genen, die an molekularen 
Mechanismen während der Ischämie- und Reperfusionsphase beteiligt sind, 
sollten geeignete Methoden aufgebaut werden. Interessant erscheinende 
Gene sollten weitergehend untersucht werden. Hierzu wurde ein Vergleich der 
Genexpression zwischen intaktem Dünndarmgewebe und Ischämie-
Reperfusions geschädigtem Gewebe angestrebt.  
Um bessere Einblicke in den molekularen und genetischen Ablauf des 
Ischämie-Reperfusionsschadens im Dünndarm zugewinnen, wurde das 
Verfahren des mRNA-Differential Displays eingesetzt, mit welchem man 





2.1. Verwendete Lösungen und Puffer 
Folgende Lösungen und Puffer wurden im Rahmen der Dissertation eingesetzt: 
 
AEC-Substrat    
Lösung I 13,6 % (w/v) Na-Acetat-Trihydrat auf 10 ml mit H2Odd 
Lösung II 5,49 % (v/v) Eisessig auf 10 ml mit H2Odd 








Ampicillin-Stocklösung 2 mg Ampicillin/ml H2Odd 
AMPS-Lösung 10 % (w/v) Amoniumperoxidsulfat in H2Odd  
Breaking-Puffer-A 200µ 0.5 M Tris/HCl 




























































RNase A/ml Puffer 
Tris/HCl 




























Tris/HCl pH 8,5 
Ethidiumbromid-
Stammlösung  
10 mg Ethidiumbromid/ml 



































ATP pH 7,5 



















































Tween 20 ad.100 ml H2Odd 














NaCl pH 7,5 mit NaOH 
Puffer 2 1 % (w/v) Blockierungslösung in Puffer 1 















RNase A/ml Puffer 
EDTA 



















Na2HPO4 pH 7,4 
PCI   Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 
25:24:1 
























































































DTT pH 7,0 













DTT pH 7,0 














DTT pH 7,9 
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Glycerin pH 5,8 mit Hac ad. 100 ml 
H2Odd 























Benzensulphonic Säure ad. 100 ml 
H2Odd 





Natriumcitrat pH 7,0 











Tris/HCl pH 8,0 



















































EDTA pH 8,0 
Tryptophan-
Stammlösung 











EDTA pH 9,0 
 
2.2. Nährmedien 
Folgende Nährmedien wurden im Rahmen der Experimenten verwendet: 









LBA-Medium   LB-Medium mit Zusatz von 100 mg 
Ampicillin/ml 
























Folgende Chemikalien wurden zur Durchführung der Experimenten eingesetzt: 
 
Substanz Hersteller 
Ammonium Persulfat (AMPS) Merck, Darmstadt 
ATP (Dinatriumsalz) Boehringer Mannheim, Mannheim 
Ampicillin (Natriumsalz) Merck, Darmstadt 
Bacto-Agar Difco, Detroit; USA 
Bacto-Pepton Difco, Detroit; USA 
Bacto-Trypton Difco, Detroit; USA 
Bacto-Hefe-Extrakt Difco, Detroit; USA 
Bacto-Hefe Nitrogen Base Difco, Detroit; USA 
ß-Mercaptoethanol Fluka, Buchs; Schweiz 
Bromphenolblau Merck, Darmstadt 
Dextran-Sulfat Sigma, München 
D-(+)-Glucose Merck, Darmstadt 
D-(+)-Galactose Merck, Darmstadt 
DNA aus Heringssperma Boehringer Mannheim, Mannheim 
DNA-Molekulargewichtsstandard MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Gibco BRL, Eggenstein 
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 
Harnstoff Gibco-BRL, Eggenstein 
Jetstar Plasmid Kit Genomed, Bad Oeynhausen 
Lysozym Boehringer Mannheim, Mannheim 
MOPS Sigma, München 
Polyacrylamid Merck, Darmstadt 
Qiagen Plasmid Kit Diagen, Hilden 
Rinderserumalbumin, Fraktion V Biomol, Ilvesheim 
SDS Merck, Darmstadt 
Xylencyanol Merck, Darmstadt 
 
Die organischen Lösungsmittel lieferten die Firmen Sigma (München) sowie Merck 
(Darmstadt). Nicht aufgeführte Substanzen wurden, ebenfalls in p.a.-Qualität, von 
den Firmen Merck (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz), Boehringer Mannheim 
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(Mannheim) und Sigma (München) bezogen. Der mRNA-Differential Display Kit 
wurde von der Firma WAK-Chemie Medical GmbH (Bad Soden), der PCR DIG Probe 
Synthesis Kit sowie der DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) von der Firma Boehringer 
Mannheim (Mannheim), der MARATHON RACE Kit von der Firma Clontech 
(Heidelberg) und der Clean Gel DNA Analysis Kit sowie der DNA Silver Staining Kit 
von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen. 
 
2.4. Enzyme 
Folgende Enzyme wurden für die molekularbiologischen Techniken eingesetzt: 
 
Enzym Hersteller 
Anti Digoxygenin Alkalische Phosphatase Boehringer Mannheim, Mannheim 
Anti Digoxygenin -POD Boehringer Mannheim, Mannheim 
Envision; Ziege Anti-Kaninchen/HRP DAKO, Carpinteria; USA 
DNA-Polymerase (AmpliTaq) Perkin Elmer, Langen 
DNase I Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
DNA-Polymerase I Boehringer Mannheim, Mannheim 
Kaninchen-Anti-DIG-HRP DAKO, Carpinteria; USA 
Proteinase K DAKO, Carpinteria; USA 
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas , St. Leon-Rot 
RNase A (Rinderpankreas) Boehringer Mannheim, Mannheim 
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T4-Polynukleotid-Kinase MBI Fermentas,St. Leon-Rot 
Lysozym (Muramidase) Boehringer Mannheim, Mannheim 
Folgende Restriktionsendonukleasen wurden verwendet: AgeI, BamHI, BglII, EcoRI, 
HindIII, NcoI, NotI, PstI, SalI, XbaI, Eco RV und XhoI. 
 
2.5. Nukleinsäuren, Radiochemikalien 
Der DNA-Längenstandard (100 bp DNA Ladder) wurde von MBI Fermentas (St. 
Leon-Rot) und Gibo BRL (Eggenstein) bezogen. Die RNA-Längenstandards I und III, 




E.coli TOP10F´: F´{lacIq Tn10 (TetR)} mcrA ∆(-mrr-hsdRMS-mcrBC) 




Folgende Geräte wurden zur Durchführung der Methoden verwendet: 
 
Gerät Hersteller 
Autoklav HAST 32/25 (Zirbus, Bad Grund) 
Elektrophoresekammern Sub-Cell ( GT (Bio-Rad, München) für Agarose Gel 
Elektrophoresekammern 
für Differential Display 
Multiphor-II (Pharmacia, Freiburg) 
Fluoreszenzmikroskop Standard FM (Zeiss, Oberkochem) 
Filter-set Emissionsfilter 02 und 09 (Zeiss,Oberkochem) 
Inkubatoren MS1 Minishaker (IKA-Works, Wilmington USA); 
Eppendorf Thermomixer compact (Schütt, Göttingen); 
Hybridisierunsinkubator APT Leine (Biometra,Göttingen); 
Schüttelwasserbad 1083 (GFL, Burgwedel) 
Light CyclerR Roche Diagnostics (Mannheim) 
Mikroskopleuchte HBO 50 (Zeiss,Oberkochem) 
Netzgerät PowerPac 3000 (Bio Rad, München) 
pH-Meter WTW pH 526 (Schütt, Göttingen) 
Rotoren Ausschwingrotoren SW25.2, SW40 und SW65-L 
Festwinkelrotoren  SS-34, GSA und GS-3 (Dupont, Bad Nauheim) 
Sequenzierer LI-COR 4000 (MWG-Biotech, Ebersberg) 
Spektralphotometer Ultrospec 2000 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Sterilbank Heraeus HS 18/2 (Heraeus, Hanau) 
Thermocycler Trioblock (Biometra, Göttingen) 
UV-Crosslinker UV Stratalinker® 1800 (Stratagene, Amsterdam) 
UV-Transilluminator Mini-Transilluminator (Bio-Rad, München) 
Vakuumpumpe Vacuubrand RD4 (Brand, Wertheim) 
Vakuumzentrifuge Speed Vac Concentrator (Savant, Hicksville, USA) 
Waagen BP 610 Sartorius (W. Krannich, Göttingen) 
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Zentrifugen Laborzentrifugen Labofuge 400 R (Schütt, Göttingen); 
Sorvall RC2-B und RC-5 (Dupont, Bad Nauheim) und J2-
MC (Beckman, Fullerton, USA); Kühlzentrifuge Heraeus 





An Filmmaterialien wurden Polaroid Schwarzweiss-Filme 667 (Polaroid Corporation, 
Cambridge, USA), Lumi-Filme 18 x 24 cm (Boehringer Mannheim, Mannheim) und 




3.1. Versuchstiere und extrakorporale Dünndarmperfusion 
Als Versuchstiere wurden weibliche Schweine (Deutsche Landrasse, Versuchsgut 
Relliehausen, Deutschland) mit einem Gewicht von 23-30 kg verwendet. Die 
abdominellen Organe wurden mit 4 Litern kalter Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat 
(HTK)-Lösung (Custodiol, Dr-Franz-Köhler-Chemie, Alsbach-Haehnlein, 
Deutschland) perfundiert und anschließend bei 4°C in HTK-Lösung bis zur 
extrakorporalen Reperfusion konserviert. Die kalte Ischämiezeit betrug bei je fünf 
Dünndärmen 2 beziehungsweise 20 Stunden. Die Tötung von Versuchstieren zum 
Zwecke der Organentnahme wurde von der Bezirksregierung Braunschweig 




















Schematische Darstellung des geschlossenen rezirkulierenden Systems zur isolierten extrakorporalen 
Dünndarmperfusion (modifiziert nach Braun et al. 1998). 
 
Die explantierten Dünndärme wurden mit heparinisiertem Schweinevollblut in einem 
standardisierten geschlossenen rezirkulierenden Perfusionssystem nach Ende der 
kalten Ischämiezeit reperfundiert. Die Perfusionseinheit bestand aus einem 
Perfusionsbecken, einer Rollerpumpe, einem Blutreservoir, einer Perfusionskammer, 
einem Oxygenator und einem Wärmetauscher (Braun et al., 1998: (Abb. 2)). Nach 
einer Stabilisierungsphase wurde die Volumenstromstärke auf einen Bereich von 
   - 
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200-450 ml/min eingestellt. Die Reperfusion endete sobald der arterielle Druck 180 
mmHg überstieg. 
Die Gewebeproben wurden vor HTK-Perfusion, nach HTK-Perfusion, am Ende der 
kalten Ischämiezeit und stündlich nach Reperfusion gewonnen (Abb. 3). Als 
Gewebeproben dienten Dünndarmsegmentresektate von 3-5 cm Länge, die am 
terminalen Ileum genommen wurden. Ein Teil der Gewebeproben wurde längs 
gespalten, in 4 % gepufferter Formalin (pH 7,4) fixiert und in Paraffin eingebettet. Die 
Reste der Gewebeproben wurden sofort in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß 
aufgenommen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 











Schematische Übersicht des Versuchsaufbaus und Zeitpunkte der Gewinnung von Gewebe- und 
Blutproben. 
 
3.2. Molekularbiologische Methoden 
Sämtliche bei molekularbiologischen Arbeiten eingesetzte Glas- und 
Kunststoffmaterialien sowie Lösungen wurden durch Autoklavieren oder Erhitzen 




Beim Arbeiten mit RNA ist besondere Vorsicht geboten, da RNasen überall präsent 
und kaum inhibierbar sind. Alle RNA-Arbeiten wurden deshalb mit Handschuhen 
durchgeführt, um eine Kontamination durch RNasen der Haut zu verhindern. Alle 
Glasgegenstände wurden für 6 Stunden bei 240°C sterilisiert. Diese Erhitzung ist in 
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Hinblick auf inaktivierte RNasen und DNA/RNA Restbestandteile der Autoklavierung 
überlegen. Das verwendete Wasser wurde mit 0,1 % DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat, 
Sigma) versetzt. DEPC-haltige Lösungen stellen die wirksamsten, nicht 
proteinartigen RNase Inaktivatoren dar (Sambroook et al. 1989). Die DEPC haltigen 
Lösungen wurden für 24 Stunden bei 37°C inkubiert und anschließend noch einmal 
für 20 min bei 1,3 bar feuchter Hitze (120°C) autoklaviert, um DEPC möglichst 
komplett zu hydrolysieren. Alle Puffer und Lösungen wurden autoklaviert und DEPC 
behandelt. Die verwendeten Gefäße und Gelkammern wurden zusätzlich mit 0,3 % 
H2O2 behandelt und anschließend mit EtOH und RNase freiem Wasser gespült. 
 
3.2.1.1. Isolation von Gesamt-RNA aus Gewebe 
Die Extraktion der Gesamt-RNA aus Gewebeproben wurde mit einem kommerziell 
erhältlichen Kit (RNeasy, Fa. Qiagen) durchgeführt. Das gewogene, frische oder 
gefrorene Gewebe wurde sofort in flüssigen Stickstoff gegeben und mit Mörser und 
Stößel unter flüssigem Stickstoff zerkleinert. Das zertrümmerte Gewebe wurde mit 
3,8 ml Lysispuffer RLT lysiert und homogenisiert. Zur vollständigen Aufschließung 
des Gewebes wurde das Lysat mit einem QIAshredder 3 min kalt bei 4500 rpm 
zentrifugiert. Das Eluat wurde mit 3,6 ml EtOH 70 % gemischt und auf RNeasy-
Säulen aufgetragen. Nach kurzer Zentrifugation bei 4500 rpm wurden die Säulen 
zunächst mit 3,8 ml RW1-Puffer versetzt, bei 45000 rpm für 5 min zentrifugiert und 
zweimal mit 2,5 ml RPE-Puffer gewaschen. Die Elution der RNA in ein neues 
Röhrchen erfolgte mit 150 µl RNase freiem Wasser über einen weiteren 
Zentrifugationsschritt (3 min, 4500 rpm).  
 
3.2.1.2. Reinigung der Proben mit DNase 
Die eluierten Proben wurden mit 2 µl RNase freier DNase I (Pharmacia) versetzt 
und inkubiert (30 min, 37°C), um eine Kontamination durch Rest-DNA zu 
vermeiden. Der Reaktionsansatz bestand aus 3 µl 10× Reaktionspuffer, 2 µl 
DNase I und 30 µl RNA. Zur Inaktivierung bzw. Entfernung der DNase wurden die 
Proben mit 70 µl RNase freiem Wasser aufgefüllt, mit 350 µl RLT-Puffer und 250 
µl absolutem Ethanol gemischt, auf Säulen aufgetragen und zentrifugiert (15 s, 
10000 rpm). Nach zwei Waschschritten mit 500 µl RPE-Puffer wurden die Säulen 
in neue Röhrchen überführt und mit 30 µl RNase freiem Wasser eluiert. Es folgte 
die Gelelektrophorese von 4 µl der RNA-Lösung analog dem Protokoll der RNA-
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Gelelektrophorese, welches unter 3.2.6 beschrieben wird, um die Reinheit, 
Integrität und Menge der RNA beurteilen zu können. Intakte RNA zeigt klare 28 S 
und 18 S ribosomale RNA-(rRNA) Banden, wobei die 28 S-Bande ungefähr 
doppelt so intensiv wie die 18 S-Bande imponiert. Kontamination der RNA mit 
genomischer DNA erscheint als hochmolekularer undeutlicher Fleck oder als eine 
Bande, größer als die 28 S rRNA-Bande. Der Rest der RNA-Lösung wurde in 10 µl 
Aliquots sofort weiterverarbeitet oder bei -70°C aufbewahrt.  
 
3.2.1.3. Reverse Transkription  
Bei der reversen Transkription macht man sich die charakteristische Eigenschaft 
von Retroviren zunutze, ihre genetische Information, die in Form von RNA vorliegt, 
nach Infektion von eukaryonten Zellen durch Synthese von DNA-RNA-Hybriden in 
komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. Dieser Schritt wird von der RTase in 
vitro von einem Oligo-dT-Starter ausgehend katalysiert. Für molekularbiologische 
Zwecke wird die klonierte Mäuse-Leukämie-Virus- Reverse-Transkriptase (MMLV-
RT) verwendet. Die intrinsische RNase H-Aktivität der MMLV-RTase ist 
ausreichend, die nach der cDNA-Synthese verbleibenden intakten mRNA-
Moleküle zu degradieren, die sonst mit der cDNA als Schablone konkurrierend die 
PCR stören.  
Zur cDNA-Synthese wurden 4 µl RNA-Lösung eingesetzt. Für das Priming wurden 
4 µl Oligo dT12-18 (Fa. BRL) Primer und 18,8 µl DEPC-H2O zugegeben, inkubiert (5 
min, 65°C) und abgekühlt, um die Anlagerung des Oligo-dT-Primers an das Poly-
A-Ende zu ermöglichen, welches mRNA-Molelüle auszeichnet. Durch Zusatz von 
8 µl 5x Erststrangpuffer, 3,2 µl dNTP´s 250 µM, und 2 µl RTase (BRL) ergab sich 
ein Gesamtvolumen von 40 µl, welches bei Inkubation (1 Stunde, 37°C) zur 
Erststrangsynthese führt. Zur Inaktivierung der MMLV-RTase wurden die Proben 
anschließend aufgeheizt (5 min, 75°C), ohne den mRNA/cDNA-Komplex zu 
denaturieren. Die cDNA-Lösungen wurden weiter aufgearbeitet oder bei -20°C 
gelagert. 
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3.2.2. Oligonukleotid Primer für die RT-PCR 
Spezifische Primer für IL-6, IFNγ, IL-2, HSP70, E-Selektin, β-Actin und GAPDH 






  bp Accession  
IL-6 5´-CTATGAACTCCCTCTCCACAA-3´ 710 M80258 
 5´-TGCCCAGTGGACAGTTTTCT-3´   
IL-2 5´-GCACCTACTTCAAGCTCTAC-3´ 387 X56750 
 5´-GATGCTTTGACAAAAGGTAATC3´   
IFNγ 5´-ATTTTGAAGAATTGGAAAGAGG-3´ 365 X53085 
 5´-AAATTCAAATATTGCAGGCAGG-3´   
HSP70 5´-AGGCCTAGTTCCTTCTCTCT-3´ 239 M69100 
 5´-TGGCAGTGTTGATTACAGGG-3´   
E-Selektin 5´-TGACCCCAGAGGCCACCAAT-3´ 417 U08350 
 5´-CCGTCCCAGCTCCCAGATGA-3´   
β-Actin 5´-TGACCCAGATCATGTTTGAGA-3´ 456 X00351 
 5´-ACTCCATGCCCAGGAAGG-3´   
GAPDH 5´ -CTCCAGGCGGCAGGTCAGAT-3´ 592 U48832 




Die PCR-Methodik wurde ursprünglich von Saiki, Erlich und Mullis bei Cetus in 
Kalifornien entwickelt (Mullis u. Faloona 1987) und dient der in-vivo-Amplifikation 
bestimmter DNA-Abschnitte. Die Methode ahmt den in vivo DNA-Replikationsprozeß 
in sofern nach, als die Zahl der generierten DNA-Moleküle nach jedem Zyklus 
verdoppelt wird. Durch die PCR-Analyse können Nukleotidsequenzen in vitro 
enzymatisch exponentiell amplifiziert werden. Für diese Kettenreaktion wird eine 
Matrix benötigt, deren Sequenz am 5´-und am 3´-Ende annähernd bekannt ist, damit 
zwei Oligonukleotide (Primer) abgeleitet werden können. 
Der semiquantitative RT-PCR-Ansatz bestand aus 1 µl cDNA 1:10 verdünnt, 10 µl 
10-fach konzentrierter PCR-Puffer (100 mM Tris/HCl (pH 8,8) mit 500 mM KCl und 
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0,8 % Nonidet P40 mit MgCl2 25 mM, 4 µl 4 dNTP´s (je 2,5 mM), je 1 µl Oligos (0,1 
nM), 0,5 µl Taq-Polymerase (4 U/ml) und H2Odd ad. 100 µl. Der Ansatz wurde mit 100 
µl Mineralöl als Verdunstungsschutz überschichtet. Der Ansatz wurde in die PCR-
Apparatur (Thermocycler) gegeben und die RT-PCR Analyse mit folgendem 
Programm durchgeführt: 
 
PCR-Programm: 2 min Denaturierung bei 95 °C 
 1 min Annealing bei 55°C oder 58°C oder 62 °C
 2 min Elongation bei 72 °C (Polymerisation) 
 30 Zyklen   
 8 min Abschluss bei 72 °C 
 
Nach dem Durchlaufen der 30 Zyklen und Abschluss wurde der Reaktionsmix 
langsam abgekühlt und das Mineralöl entfernt. Die Reaktion wurde mit 2 µl Stopp-
Lösung versetzt und 15 µl der Probe auf ein Agarose-Gel aufgetragen. 
 
3.2.4. Quantitative Polymerasekettenreaktion 
Für die quantitative RT-PCR wurde der Light CyclerR (Roche Diagnostics, 
Mannheim) verwendet. Eine externe Standardreihe mit bekannten Konzentrationen 
des Gens, dessen Expression untersucht werden sollte, wurde angefertigt. Dabei 
wurde der Logarithmus des Fluoreszenzsignales gegen die Zykluszahl zum ersten 
Zyklus über dem Rauschen extrapoliert. Für die Genexpression von IL-6, HSP70 und 
E-Selektin wurde der Elongationsfaktor-2 (EF-2) als Referenzgen benutzt. Pro Lauf 
wurden 20 µl Light Cycler DNA-Master-SYBR-Green-I, 1,25 pmol 
Oligonukleotidprimer und 1 µl cDNA eingesetzt. 
Die Standardkurve aus dsDNA für IL-6, HSP70 und E-Selektin wurde aus einem 
Bereich von 2000 bis 2000000 Kopien und für EF-2 von 2000 bis 4000000 Kopien 
angelegt. Spezifische Oligonukleotidprimer, welche als spezifisch für Sus scrofa E-
Selektin (GenBank Acc. No. U08350, Position 799-818 for. Und 1001-982 rev.), für 
Pig HSP70 (GenBank Acc. No. M69100, Position 2412-2431 for. Und 2631-2612 
rev.), für Sus scrofa IL-6 (GenBank Acc. No. M80258, Position 101-118 for. Und 343-
323 rev.) und für Homo sapiens EF-2 (GenBank Acc. No. XM_009189, Position 
1990-2010 for. Und 2207-2188 rev.) gelten, wurden im Auftrag synthetisiert (MWG-
Biotech, Ebersberg, Deutschland). 
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Die Genexpression wurde als Quotient der cDNA- Kopien des entsprechenden Gens 
zu den cDNA-Kopien des Referenzgenes EF-2 ausgedrückt (cDNA- Kopien Gen/ 




Arbeitsschritt Temperatur (C°) Zeit (sek) 
Initiale Denaturierung 95 1 
35 Zyklen Denaturation 95 1 
35 Zyklen Annealing 57 5 
35 Zyklen Elongation 72 10 
Messung E-Selektin             85 
HSP70                  80 
IL-6                       83 
EF-2                      87 
1 
Tabelle 1: 
Bedingungen für die quantitative RT-PCR. 
 
3.2.5. RACE-PCR 
Mit der Methode der RACE- (Rapid Amplification of cDNA Ends) PCR ist es möglich, 
die noch unbekannten 5´- Enden (5´- RACE) oder 3´- Enden (3´- RACE) von cDNA-
Fragmenten zu identifizieren. Die gesamte Länge der cDNA eines unbekannten 
Gens wird so amplifiziert und kann isoliert und kloniert werden (Frohmann 1994). Da 
die aus dem mRNA-Differential Display Gel isolierten Fragmente das 3´ -Ende der 
jeweiligen mRNA repräsentieren, musste zur Identifizierung der vollen Länge eine 5´ 
-RACE durchgeführt werden. 
Dazu wurde der ″MARATHON RACE Kit″ von Clontech verwendet. Die Reaktionen 
wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. 
Die Erststrang-Synthese der cDNA wurde aus Gesamt-RNA mit einem 
genspezifischen Primer ESP und Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 
Transkriptase (M-MLV-RT) durchgeführt. Anschließend wurde die 
Zweitstrangsynthese mit dem Zweitstrang-Enzym-Cocktail (RNase H, E. coli DNA 
Polymerase I, E. coli DNA Ligase) für 2 Stunden bei 16 °C durchgeführt. Die Enden 
der doppelsträngigen cDNA wurden dann mit 5 U T4-DNA-Polymerase aufgefüllt, die 
Reaktion mit Phenol/Chloroform extrahiert und gefällt. Das Pellet wurde in H2O 
aufgenommen und auf einem 1,5 %igen Agarosegel getestet. 5 µl davon wurden in 
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einer Ligationsreaktion eingesetzt, in der MARATHON cDNA Adapter (Linker) an die 
Enden der cDNA angefügt wurden. Das 5´ -RACE-PCR-Produkt nach der 
Amplifikation wurde mit einem ″nested″ genspezifischen Primer und AP1 bzw. AP2 




Nukleinsäuren können bei geeignetem pH-Wert als geladene Makromoleküle durch 
Anlegen eines elektrischen Feldes in einer Agarose-Gelmatrix nach ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt werden. RNA und DNA sind im pH Bereich des Puffers 
(pH 8,0) aufgrund ihres Phosphatrests negativ geladen und wandern daher zur 
Anode. 
Zuerst wurden 3-5 µg isolierte Gesamt-RNA und 100 ng Digoxygenin-markierter 
RNA-Längenstandard (Boehringer Mannheim) in einem 1-1,5-%igen denaturierenden 
Agarose-Formaldehydgel elektrophoretisch aufgetrennt (SHIFMAN u. Stein 1995). In 
einem Gefäß wurden 1,5 bis 2,3 g Agarose abgewogen und diese in 108 ml DEPC-
Wasser und 15 ml 10x MOPS-Puffer unter Erhitzen vollständig geschmolzen. Nach 
Abkühlen auf ca. 60°C wurden noch 36 ml Formaldehyd 37 % (2,2 M) zugegeben, in 
eine Gelschale gegossen und bis zum Erstarren stehen gelassen. 3-5 µg der RNA 
wurden vor dem Auftragen mit dem gleichen Volumen RNA-Laufpuffer gemischt, 
denaturiert (10 min, 65°C) und auf Eis abgekühlt. Der Laufpuffer bestand aus 250 µl 
deionisiertem Formamid, 83 µl 37 % Formaldehyd, 50 µl 10x MOPS-Puffer, 17 µl 
DEPC-H2O und 0,035 g Bromphenolblau. In einer bis zum Gelrand mit 1x MOPS-
Puffer gefüllten Kammer wurde die Auftrennung der RNA durch Elektrophorese (5 
min, 150 V) gestartet und nach Auffüllen der Kammern mit 1x MOPS-Puffer bis ca. 5 
mm über den Gelrand durch einen zweiten Elektrophoreseschritt (3h, 80 V) 
aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel in DEPC-Wasser auf einem Schüttler 30 
min gewässert, um das Formaldehyd aus dem Gel herauszuwaschen. Zur Anfärbung 
der RNA wurde das Gel in Ethidiumbromidlösung gegeben. 
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3.2.7. Markierungen von DNA und RNA 
 
3.2.7.1. Nicht-radioaktive Markierung von DNA mit Digoxygenin 
Als Alternative zur Hybridisierung von radioaktiv markierter Nukleinsäure kann eine 
Digoxygenin-markierte Sonde verwendet werden. Die Detektion erfolgt durch mit 
Peroxidase- oder alkalischer Phosphatase- gekoppelten Antikörpern und 
anschließender Chemilumineszenzreaktion. Zur nicht-radioaktiven Markierung von 
DNA wurde der "PCR DIG Probe Synthesis Kit" (Boehringer Mannheim) benutzt. Zur 
Entwicklung von DNA-Sonden erfolgte die Überprüfung der Expression amplifizierter 
DNA-Fragmente mittels der DIG-Labelling-PCR. Das zugesetzte Oligonukleotid-
Gemisch enthält zusätzlich eine alkalilabile DIG-11-dUTP Form. Die DNA-Sonden 
wurden in einer PCR-Reaktion mit Digoxygenin-11-dUTP markiert. Die PCR-
Produkte (15 µl) wurden mit einer 1,5%-Agarose-Gelelektrophorese nach 
Ethidiumbromidfärbung überprüft. Anschließend wurde die PCR mit DIG-11-dUTP 
wiederholt. Dabei wurde die Nukleotidlösung durch eine Lösung mit je 2 mM dATP, 
dCTP, dGTP, 1,3 mM dTTP und 0,7 mM DIG-11-dUTP (alkalilabil, pH 7,0) ersetzt. 
Nach 10 Zyklen wurde die Elongationszeit für weitere 20 Zyklen um 20 s pro Zyklus 
verlängert. Die Annealing-Temperatur wurde aufgrund des großvolumigen DIG-11-
dUTP-Nukleotids um 3°C erniedrigt, um den Digoxygenineinbau zu erleichtern. Im 
Vergleich zum PCR-Produkt aus der PCR ohne DIG-11-dUTP ergibt sich ein 
sogenannter „band-shift“. Die Bande des DIG-markierten PCR-Produkts liegt im Gel 
nicht auf derselben Höhe wie ihr unmarkiertes Pendant. Digoxygenin hemmt durch 
sein großes Volumen die Wanderung des PCR-Fragments im Agarose-Gel. Der 
„band-shift“ ist ein wichtiges Indiz für den gelungenen Einbau von DIG-11-dUTP in 
die DNA. Die fertige Sonde wurde direkt für Northern-Blot bzw. Slot-Blot-Analysen 
eingesetzt oder bei -20 C gelagert.  
 
3.2.7.2. Nicht-radioaktive Markierung von RNA mit Digoxygenin 
Bei dieser Methode wird die DNA durch Anwesenheit von RNA-Polymerase in vitro 
transkribiert und anwesende DIG-dUTPs zufällig in die gebildete RNA eingebaut 
(Feinberg u. Vogelstein 1983). Zur Markierung von RNA-Fragmenten wurde der "DIG 
RNA Labeling Kit Sp6/T7" (Boehringer Mannheim) benutzt. Zur Herstellung von RNA-
Sonden wurde das entsprechende DNA-Fragment in einen pCRII-TOPO-Vektor 
oder pBlueskript II SK kloniert und das entstandene Plasmid anschließend mit 
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Restriktionsendonukleasen am 3´- bzw. 5´-Ende des Inserts linearisiert. Das 
linearisierte und aufgereinigte Plasmid-DNA (1 µg) wurde mit 2 µL 10x dNTPs 
(10mM), 2 µL 10x Transkriptionspuffer, 1 µL RNase-Inhibitor (20 U/µL) und 2 µL 
RNA-Polymerase (T3, SP6 oder T7) versetzt. Der Ansatz wurde mit Wasser auf 20 
µL aufgefüllt und inkubiert (2 Stunden, 37°C). Anschließend wurden 2 µL RNase-freie 
DNase (10 U/µL) zugefügt und inkubiert (10 min, 37°C), um die DNA zu 
hydrolysieren. Die Inhibition der DNase erfolgte mit 2 µL EDTA (0,5 M, pH 8,0). Nach 
Zugabe von 2,5 µL LiCl (4 M) und 75 µL EtOH erfolgte die Präzipitation der RNA (30 
min, -70°C). Es folgte ein Waschgang mit 70 % EtOH, Trocknen der RNA und 
Resuspension in 50 µL H2O. Die hergestellten Sonden wurden unmittelbar für 




Die Dot-Blot-Analyse wird zur Abschätzung der Markierungseffizienz verwendet. 
Hierbei wird eine Verdünnungsreihe der markierten Sonde direkt auf eine Hybond N+-
Nylonmembran (Amersham Pharmacia) aufgetragen. Die DIG-markierten Proben 
werden vorher für 10 min bei 100°C denaturiert und rasch auf Eis abgekühlt. Nach 
dem Auftragen wurden die Membranen beidseitig auf einem "UV-Crosslinker" 
(Stratagen, Amsterdam, Niederlande) für 3 min bei 254 nm bestrahlt, um die 
Nukleinsäuren durch UV-Quervernetzung zu fixieren. Die Effizienz der DIG-
Markierung wurde mit Anti-DIG-AP-Konjugat und CSPD-Lösung sichtbar gemacht. 
 
3.2.9. Slot-Blot 
Beim Slot-Blot wurden RNA-Proben mit einer Vakuumapparatur „Slot-Blotter“ 
schlitzförmig aufgetragen. Der verwendete Slot-Blotter PR648 (Amersham 
Pharmacia) ermöglicht das Auftragen von 48 Proben auf die Hybond N+- 
Nylonmembran (Amersham-Pharmacia). Nach dem Durchsaugen der Proben wurden 
je 100 µl 2x SSC-Puffer in die Probenvertiefung gegeben und durchgesaugt. Die 
aufgetragenen Nukleinsäuren wurden durch UV-Quervernetzung (2x 3min) auf der 
Membran fixiert und verbliebene Reste durch anschließendes Waschen mit 2x SSC 
und H2O entfernt. 
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3.2.10. Northern-Blot 
Der Northern-Blot basiert auf kapillarem RNA-Transfer unter neutralen Bedingungen 
von einem denaturierenden Formaldehydgel auf eine N+-Nylonmembran (Maniatis et 
al. 1989). Das unter dem UV-Transilluminator fotographierte Gel wurde zum RNA-
Transfer auf der N+-Nylonmembran (Amersham Pharmacia) 2x 10min in H2O gespült, 
um die Hintergrundfärbung des Ethidiumbromids zu entfernen. Der eigentliche 
Transfer erfolgte mittels Kapillarblotting. Hierzu wurde 20x SSC-getränktes 
Whatmanpapier auf eine Glasplatte gelegt, so dass die Ränder überstanden und in 
eine mit 20x SSC gefüllte Schale reichten. Das RNA-Gel wurde mit nach unten 
zeigenden Taschen darauf gelegt. Auf das Gel wurde luftblasenfrei eine 20x SSC-
befeuchtete N+-Nylonmembran gelegt, die von zwei ebenfalls angefeuchteten und 
vier trockenen Whatman-Papieren bedeckt wurde. Das Sandwich wurde mit einem 
Stapel saugfähigem Papier bedeckt, mit Gewichten beschwert und für mindestens 12 
Stunden gelagert. Nach abgeschlossenem RNA-Transfer wurde die Membran für 30 
min in 2x SSC und kurz in H2O gewaschen, an der Luft getrocknet und im UV-
Crosslinker fixiert.  
 
3.2.11. Hybridisierung membrangebundener Nukleinsäuren mit markierten 
Sonden 
Die Membranen wurden in RNase-freien Hybridisierröhren mit je 20 ml 
Hybridisierungslösung pro 100 cm2 Filterfläche unter Schütteln prähybridisiert (1 
Stunde, 65°C) (Trayhurn et al. 1994). Die DNA-Sonde (20 ng) bzw. RNA-Sonde (100 
ng) pro ml Hybridisierungslösung wurde denaturiert (10 min, 100°C), nach Erhitzen 
umgehend mit gleichem Volumen entionisiertem Formamid versetzt und auf Eis 
gestellt, um erneutes Zusammenlagern der DNA-Stränge vor der Hybridisierung zu 
unterbinden. Die Membranen wurden in 2,5 ml 50 % Formamid-Hybridisierungs-
Lösung pro 100 cm2 (ü.N, 65°C) unter Schütteln inkubiert. Die Filter wurden je 2x 
5min in 2x SSC, 0,1 % SDS bei Raumtemperatur, 2x 0,1 SSC, 0,1% SDS bei 65°C 
gewaschen. Nach Hybridisierung der DIG-markierten RNA- bzw. DNA-Sonden an die 
Ziel-Nukleinsäuren wurden die Hybride durch EIA (Enzym-Immuno-Assay) unter 
Verwendung eines anti-DIG-AP-Konjugats nachgewiesen. Die folgenden 
Inkubationen wurden ausschließlich der CSPD-Lösung bei Raumtemperatur unter 
kontinuierlicher Durchmischung durchgeführt. Die Volumenangaben der 
Inkubationsmedien beziehen sich auf eine Filterfläche von 100 cm2. Nach kurzem 
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Waschen der Filter in Puffer 1 und Inkubation (30 min) mit 100 ml Puffer 2 wurden 
die Filter für 30 min mit 20 ml Puffer 2 inkubiert, der 75 mU/ml 1:10000 verdünntes 
anti-DIG-AP-Konjugats enthielt. Ungebundene Antikörper-Konjugate wurden durch 
zweimaliges Waschen (je 15 min) in 100 ml Puffer 1 entfernt. Anschließend wurden 
die Membranen für 5 min mit 20 ml Puffer 3 äquilibriert und mit 1,5 ml CSPD-
Lösung (15 µl CSPD/1,5 ml Puffer 3) in einem verschweißten Hybridisierungsbeutel 
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die CSPD-Lösung aus dem Beutel gepresst, 
der Beutel verschweißt und die Membranen zur Darstellung der Chemilumineszenz-
Reaktion auf einem Röntgenfilm exponiert. Um eine erneute Hybridisierung der 
Membranen zu ermöglichen, wurden gebundene DIG-markierte Sonden durch 
zweimaliges Waschen mit kochendem 0,1% SDS-Puffer (je 10 min) unter 
Schwenken entfernt. 
 
3.2.12. In-situ-Hybridisierung der Gewebeschnitte  
Die Technik der In-situ-Hybridisierung (ISH) wurde Ende der sechziger Jahre von 
zwei Arbeitsgruppen unabhängig voneinander entwickelt (Pardue und Gall 1969, 
John et al. 1969). ISH ermöglicht spezifische Nukleinsäuresequenzen in 
Metaphasenchromosomen, Interphasekernen und Zellen von Gewebeschnitten zu 
detektieren. 
Für die Lokalisation zellulärer RNA wurden Gewebeschnitte verwendet. Aus 
Parafinblöcken wurden Frontalschnitte mit einer Schnittdicke von 5 µm hergestellt. 
Diese wurden auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objektträger aufgezogen und bei 40°C 
für 1 min erwärmt, damit sich die Schnitte ausbreiten konnten. Die Schnitte wurden in 
Xylol entparafinisiert (2x 10min) und in einer abnehmenden Ethanolreihe rehydriert. 
Die Fixation der zellulären Proteinmatrix mit 4 % Paraformaldehyd bewahrt den RNA-
Gehalt im Gewebe, jedoch vermindert dies die Zugänglichkeit zur komplementären 
Sonde. Um diese zu verbessern wurde das Gewebe vor der Hybridisierung mit 
Proteinase K verdaut.  
Die Acetylierung neutralisiert positiv geladene Moleküle, z.B. basische Proteine, und 
verhindert eine unspezifische Bindung der Sonde an Poly-L-Lysin beschichtete 
Objektträger. Daher wurden die Schnitte in 0,1 M Triethanolamin/HCL-Lösung (pH 8) 
unter leichtem Rühren inkubiert (10 min) und mit 1x PBS gewaschen. Für die 
Detektion mit anti-DIG-PO-Konjugat wurden die Schnitte mit 0,6 % H2O2 inkubiert, 
um die endogene Peroxidase zu blockieren. Im Anschluss wurden die Präparate in 
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einer Ethanolreihe dehydriert und an der Luft getrocknet, damit die Sonde nicht mit 
Resten der Prähybridisierungslösung verdünnt wird. Um alle unspezifischen 
Bindungsstellen zu Blockieren, wurden die Objektträger mit je 250 µl 
Prähybridisierungslösung bedeckt und in einer feuchten Hybridisierungskammer 
inkubiert (1 Stunde, 65°C). Die Hybridisierungslösung enthielt 50% entionisiertes 
Formamid, um eine spezifische Hybridisierung der Probe zu ermöglichen und die 
Zellmorphologie zu erhalten. Zur Herstellung der Hybridisierungslösung wurden 25 
ng DIG-markierte cRNA ("antisens") mit 30 µl Prähybridisierungslösung je 
Objektträger verdünnt. Die Hybridisierung erfolgte in einer feuchten 
Hybridisierungskammer (ü.N, 65°C). Die Objektträger wurden in einer absteigenden 
SSC-Konzentration (6x; 2x; 0,2x), die 50 % entionisierte Formamid enthielt, je 
zweimal für 30 min bei 65°C gewaschen, um überschüssige und unspezifisch 
gebundene Sonde zu entfernen. 
 
3.2.12.1. Nachweis der digoxygeninmarkierten Sonde mit alkalischer 
Phosphatase 
Bei AP-Nachweisreaktionen lässt sich die höchste Sensitivität mit dem Substrat 
BCIP/NBT erreichen. Die Objektträger wurden für 10 min in 1x MAB-Puffer 
gewaschen und für 1 Stunde mit Blockierungs-Lösung (2 % Blockierungsreagenz; 20 
% FCS in 1x MAB-Puffer) inkubiert. Der anti-DIG-AP-Ak wurde 1:500 mit 
Blockierungspuffer verdünnt und je 100 µl pro Objektträger hinzugegeben. Nach 1 
Stunde wurden die Schnitte in 1x MAB-Puffer je 3x 5min gewaschen, für 5 min in 
NTMT-Puffer mit 5 mM Levamisol inkubiert und schließlich in der 
Hybridisierungskammer mit je 100 µl des chromogenen Substrates (NBT/BCIP) bei 
Raumtemperatur ü.N. im Dunkeln inkubiert. Die Farbreaktion wurden mit 1x 
Tris/EDTA-Puffer gestoppt, mit bidestilliertem Wasser gespült, gegengefärbt und mit 
einem Deckglas versehen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte 
lichtmikroskopisch. Als Kontrollen wurden Schnitte ohne DIG-markierte Probe und 
ohne anti-DIG-AP-Ak behandelt. 
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3.2.12.2. Meerrettichperoxidase-Nachweis digoxygeninmarkierter Sonde 
Meerrettichperoxidase (HRP) ist gewöhnlich an einen sekundären Antikörper 
gebunden. Als Substrat diente AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol). Die Objektträger 
wurden für 10 min in 1x MAB-Puffer gewaschen und für 1 Stunde mit Blockierungs-
Lösung inkubiert. Der Kaninchen anti-DIG-HRP-Ak (DAKO, Carpinteria) wurde 1 zu 
100 in Blockierungs-Puffer verdünnt und je 50 µl davon pro Objektträger 
hinzugegeben. Nach 1 Stunde wurden die Schnitte in 1x MAB-Puffer für je 2x 5 min 
gewaschen und mit einem zweiten Ziege anti-Kaninchen-HRP-Ak (Envision; DAKO, 
Carpinteria) für 30 min bei Raumtemepratur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 
mit 1x MAB-Puffer wurden die Schnitte für 10 bis 30 min mit Entwicklungsreagenz 
(AEC-Substrat, 0,3 % H2O2) unter leichtem Schütteln inkubiert. Die Farbreaktion 
wurde unter H2Obidest gestoppt, mit Hämalaun gegengefärbt, erneut mit H2Odd 
gewaschen und mit Aqua Maunt eingedeckelt. Die Auswertung der Ergebnisse 
erfolgte lichtmikroskopisch. Die gefärbten Schnitte wurde mit einer automatischen 
Kamera (Zeiss, Jena) auf Kodak Elite chrome 100-Film dokumentiert. 
 
3.2.13. mRNA-Differential Display  
Die Technik des mRNA-Differential Displays (DD-RT-PCR) basiert auf der 
Überlegung, dass jedes mRNA Molekül durch RT-PCR Amplifikation mit 
unterschiedlichen Primern dargestellt werden kann (Liang u. Pardee, 1992). 
Mittels mRNA-Differential Display kann die Genexpression zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten partiell verglichen werden. Hierzu wählten wir „nicht geschädigtes“ 
Dünndarmgewebe (d. h. vor HTK-Perfusion gewonnenes Gewebe) und 
„geschädigtes“(d. h. 3 Stunden nach Reperfusion gewonnenes Material) aus. Die 
Präparation der RNA wurde unter 3.2.1.1 beschrieben. Die präparierte RNA wurde 
einer reversen Transkription unterworfen. Von der Gesamt-mRNA wurde durch das 
Einsetzen eines H-T11M-Primers (Wobei M = A, C oder G sein konnte) nur ein Teil 
der mRNA in cDNA umgeschrieben. Die PCR mit einem 1/10 Vol des RT-Ansatzes 
wurde bei einer nicht stringenten Hybridisierungstemperatur (42°C) durchgeführt. In 
dem PCR-Ansatz wurden die H-T11M-Primer in doppelter Konzentration gegenüber 
den 13mer-Primern eingesetzt um sicherzustellen, dass der größte Teil der 
amplifizierten Produkte an deren 3´-Ende eine H-T11M-Sequenz besaß. Die 
verschiedenen PCR-Ansätze wurden in einem denaturierenden 6 % PAA-Gel ihrer 
Größe nach aufgetrennt. Das PAA-Gel wurde am Ende des Laufes mittels 
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Silberfärbung gefärbt und an der Luft getrocknet. Über einen Vergleich der 
Bandenmuster in den verschiedenen Bahnen ließen sich Unterschiede erkennen, die 





























Schematische Darstellung der Durchführung des mRNA-Differential Displays. 
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3.2.13.1. Downstream Primer und upstream Primer 
Die in dieser Arbeit verwendeten downstream Primer (anchored oligo dT Primer, H-
T11M) mit HindIII Seite und upstream Primer (arbitrary 13mer-Primern, H-AP1-8) 
ebenso mit HindIII Seite wurden von der Firma WAK-Chemie GmbH (RNAimageTM 
Kit 1, Bad Soden) bezogen. Folgende Primer wurden verwendet (Tab 2): 
 
H-T11M downstream Primer (2 µM) H-AP1-8 Upstream Primer (µM) 
H-T11A 5´- AAGCTTTTTTTTTTTA- 3´ H-AP1 5´ -AAGCTTGATTGCC- 3´ 
H.-T11C 5´- AAGCTTTTTTTTTTTC- 3´ H-AP2 5´ -AAGCTTCGACTGT- 3´ 
H-T11G 5´- AAGCTTTTTTTTTTTG- 3´ H-AP3 5´ -AAGCTTTGGTCAG- 3´ 
  H-AP4 5´ -AAGCTTCTCAACG- 3´ 
  H-AP5 5´ -AAGCTTAGTAGGC- 3´ 
  H-AP6 5´ -AAGCTTGCACCAT- 3´ 
  H-AP7 5´ -AAGCTTAACGAGG- 3´ 
  H-AP8 5´ -AAGCTTTTACCGC- 3´ 
Tabelle 2: 
Oligo-dT-Primer und Random-13mer-Primer für die DD-PCR. 
 
3.2.13.2. Reverse Transkription von mRNA für differentielles RNA-Display 
Zur RT von mRNA wurden im mRNA-Differential Display H-T11M-Primer (M=A, C 
oder G) eingesetzt. Aus der gesamten RNA-Population wurde nur ein Teil der mRNA 
revers transkribiert. Der Reaktionsansatz bestand aus 2 µl (0,1 µg/µl) frisch 
verdünnter gesamt RNA, 2 µl H-T11M [2 µM] (M=A, C oder G) und 9,4 µl DEPC-H2O. 
Dieser Ansatz wurde zur Denaturierung von RNA-Sekundärstrukturen inkubiert (5 
min, 65°C) und anschließend auf Eis gegeben. Auf Eis erfolgte die Zugabe von 4 µl 
5x RT-Puffer, 1,6 µl dNTP (250 µM) und 1 µl MMLV-RTase, RNase H Minus. Die RT-
Reaktion wurde im Thermocycler (1 Stunde 37°C; 5 min 75°C) durchgeführt. Die 
fertigen RT-Produkte wurden sofort zur PCR eingesetzt oder bei -20°C gelagert. 
 
3.2.13.3. PCR im differentiellen RNA-Display 
Von der oben aufgeführten RT wurden 1/10 Vol in den PCR-Ansatz eingesetzt, die 
Reaktion fand in Reaktionsgefäßen (500 µl) mit Volumenbegrenzung statt. Der 
Reaktionsansatz bestand aus 2 µl der jeweiligen cDNA, 4 µl 10x PCR-Puffer, 3,2 µl 
dNTPs (25 µM), 6 µl H-T11M Primer (2 µM), 3 µl H-AP 13mer-Primer (2 µM), 0,5 µl 
 37
Taq-Polymerase (5 U/µl; Perkin-Elmer) und 21,3 µl DEPC-H2O. Der Ansatz wurde 
abzentrifugiert und einer PCR unter folgenden Bedingungen unterworfen (Tab. 3): 
 
Schritt Temperatur Dauer Zyklus-Zahl Reaktionsart 
 (°C)] (min.s.) (n)  
1 95 2.00 1 Denaturierung der DNA 
2 94 0.30 1-45 Denaturierung der DNA 
3 42 1.00 1-45 Hybridisierung der 
Amplifizierungsprimer 
4 72 0,30 1-45 Elongation der DNA 
Tabelle 3: 
Zyklusprofil für die DD-RT-PCR. 
 
Die PCR wurde mit einem Elongationsschritt (8 min, 72°C) zur Fertigstellung nicht 
vollständig synthetisierter DNA-Fragmente abgeschlossen. Die PCR-Produkte 
wurden direkt auf ein denaturierendes PAA-Gel aufgetragen oder bei -20°C gelagert. 
 
3.2.13.4. Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) von Nukleinsäuren 
In Polyacrylamidgelen werden DNA Fragmente mit Unterschieden von einem 
Basenpaar bei einer Gesamtlänge von mehreren hundert Basenpaaren noch 
aufgelöst. Die Nachweisempfindlichkeit der verwendeten Polyacryamidgele ist höher 
als bei Agarosegelen (bis < 50 pg Nukleinsäure pro Bande). Die Konzentration der 
eingesetzten Polyacrylamidgele betrug 6 %. Polyacrylamidgele mit Kunststoffrücken 
wurden gemäß der Anleitung des "Clean Gel DNA Analysis Kit" rehydriert und auf 
einen Film von Petroleumbenzin in die Elektrophoresekammer gelegt. 
Elektrodenstreifen aus Filterpapier wurden mit Elektrodenpuffer befeuchtet und auf 
die Gelränder gelegt. Die Geltaschen wurden sorgfältig von Pufferresten befreit. 
Die Proben wurden im Verhältnis 4:1 mit Probenauftragspuffer gemischt. Zur 
Größenbestimmung der PCR-Produkte wurde eine 100 bp-Leiter mitgeführt. Auf ein 
Gel mit 48 Taschen konnten 8 µl Probenvolumen in die Elektrophorese eingesetzt 
werden. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200 V für 10 min und 600 V 
für weitere 50 min bei 4°C. 
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3.2.13.5. Darstellung von Nukleinsäuren in Polyacrylamidgelen mittels 
Silberfärbung 
Die Silberfärbung der PCR-Produkte nach Durchführung des mRNA-Differential 
Displays wurde gewählt, da diese Methode eine sensitive Darstellung der DNA ohne 
den Einsatz von Radionukleiden ermöglicht. Die entwickelten, fixierten und 
getrockneten Gele konnten daher leicht archiviert werden und waren so weiteren 
Untersuchungen zugänglich. Zur Silberfärbung des PAA-Gels wurde der "DNA Silver 
Staining Kit" (Pharmacia Biotech) benutzt. Das Polyacrylamidgel wurde 30 min in 1x 
Fixier-Lösung fixiert, 3x 2min in H2Odd gewaschen und 30 min mit 1x 
Silbernitratlösung behandelt. Nach kurzem Waschen wurde 1x gekühlte 
Entwicklerlösung hinzugegeben. Nach Entwicklung der Banden (ca. 5 min) wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 1x Stopp-Lösung (30 min) gestoppt. Schließlich wurde 
das Gel mit 8,7 % Glycerin-Lösung konserviert und luftgetrocknet. Die 
cellophangeschützten Gele konnten bei Raumtemperatur gelagert werden. 
 
3.2.13.6. Reamplifikation von PCR-Produkten 
Jede einzelne im Polyacrylamidgel sichtbare cDNA-Bande entspricht statistisch einer 
mRNA nach reverser Transkription in cDNA und Amplifikation. In der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurden jeweils PCR-Produkte aus Dünndarmgewebe vor HTK-
Perfusion und 3 Stunden nach Reperfusion direkt nebeneinander aufgetragen. Durch 
visuellen Vergleich konnten Unterschiede in der Genexpression erfasst werden. Die 
differentiellen Banden wurden mit einem sterilen Skalpell aus dem getrockneten 
PAA-Gel herausgeschnitten und in ein Reagenzgefäß gegeben. Es wurden 100 µl 
H2O hinzugefügt und die DNA durch Erhitzen (10 min, 100°C) und kurzes 
Abzentrifugieren eluiert. Das Eluat wurde mit 450 µl EtOH (100%), 1/10 Vol 
Natriumacetat (3M) und 5 µl Glykogen (10 mg/ml) bei -20°C ü.N. gefällt. Das PCR-
Produkt wurde bei 13000 rpm abzentrifugiert (10 min, 4°C). Das Pellet wurde in 85 % 
EtOH gewaschen und anschließend in 10 µl H2O resuspendiert. Die Reamplifikation 
des eluierten PCR-Produkts erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie unter 
3.2.13.3 beschrieben, jedoch lag die Endkonzentration der dNTPs zehnfach höher. 
Die Kontrolle der Reamplifikation fand in einem 1-2 % Agarosegel statt. 
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3.2.13.7. Native-Agarose-Gelelektrophorese 
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmentgemischen 
entsprechend ihrer Größe. Die von Meyers et al. beschriebene Methodik wurde zur 
Native-Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt (Meyers et al. 1976). 
Je nach Größe der zu trennenden DNA-Fragmente wurde die Agarose-Konzentration 
zwischen 1 und 2 % variiert. Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 
Horizontal-Gele verwendet. Dazu wurde eine 1-2 % Agarose-Lösung mit TBE-Puffer 
gekocht und nach Abkühlen auf ca. 50 °C in die vorbereiteten Kammern gegossen. 
Neben den mit Orange G-Lösung versehenen Proben wurden zusätzlich käufliche 
Längenstandards (100bp DNA Ladder Plus und DNA Ladder Mix, MBI Fermentas) 
aufgetragen. Die Elektrophorese in der Flachbett-Gelkammer erfolgte bei einer 
Stromstärke von 120 mA. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele für 
10 min in einem Ethidiumbromid-Bad (2 mg/l H2O) angefärbt. Die DNA-Banden 
waren unter einer UV-Lampe (Wellenlänge 254 nm) sichtbar. Um die DNA in 
präparativen Gelen nicht zu schädigen, wurde hierbei UV-Licht der Wellenlänge 366 
nm verwendet. Die Gele wurden zur Dokumentation photographiert. 
 
3.2.13.8. Isolierung von DNA-Fragmenten aus präparativen Gelen 
Anmerkung: Protokoll nach Herstellerangaben (Qiagen, Hilden). 
Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die gewünschte 
Bande aus dem Gel herausgeschnitten, gewogen, mit dreifachen QG-Puffer-
Volumen versetzt, inkubiert (10 min, 55°C) und zwischendurch alle 2-3 min 
geschüttelt. Nach der Inkubation wurde 1x Gel-Volumen Isopropanol zugegeben und 
gemischt. Anschließend wurde die QIAquick Säule geladen, in ein Mikrozentrifugier-
tube eingeführt und für 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die erste Fraktion wurde 
verworfen. Zum Waschen wurden 750 µl PE-Puffer hinzugegeben, 1 min zentrifugiert 
und die Fraktion erneut verworfen. Um alle Rückstände zu entfernen, wurde ein 
weiterer Zentrifugationsschritt durchgeführt. Nun wurde ein neues 
Mikrozentrifugiertube genommen und die DNA mit 20 µl Tris/HCl eluiert. 
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3.2.14. Molekulare Klonierungstechniken 
Die Methoden molekularer Klonierung befassen sich mit der Konstruktion und 
Vervielfältigung neuer Plasmide. Bei ihrer Konstruktion geht man von 2 DNA-
Fragmenten aus, die ligiert werden: Vektor und Insert. Während das Insert ein DNA-
Stück ist, das man genauer untersuchen will oder von dem ausgehend man weitere 
Konstruktionen plant, handelt es sich bei dem Vektor um ein vollständiges Plasmid, 
das als Vehikel benutzt wird. Nach der Konstruktion eines neuen Plasmids werden 
mit ihm Zellen "transformiert", in denen es dann repliziert wird. 
 
3.2.14.1. Klonierung der PCR-Produkte mit dem TA-Verfahren 
PCR-Produkte wurden unter Verwendung des original TA Cloning®-Kit (invitrogen) 
nach Angaben des Herstellers kloniert. Die TA-Klonierung beruht auf der 
Eigenschaft, der für die PCR verwendeten Taq-Polymerase, jeweils an den 3’-Ende 
des PCR-Produkts ein überzähliges Adenosin anzuhängen. In Kombination mit 
einem entsprechend linearisierten Vektor (pCRII-TOPO-Vektor; Invitrogen) mit 
"überstehenden" Thymidin-Enden ist dadurch eine effektive Ligation möglich. 
Die experimentell erhöhte Bereitschaft von E.coli, ringförmig geschlossene Plasmid-
DNA in die Zelle aufzunehmen, ist die Voraussetzung für eine Transformation dieser 
Mikroorganismen in hoher Ausbeute. Dieser Zustand der erhöhten Kompetenz wurde 
für diese Arbeit durch die Rubidiumchlorid-Methode von HANAHAN erreicht 
(Hanahan 1985). 
Die TOP10F´-Bakterien (One ShotTM; Invitrogen) wurden auf 0,1-0,5 µg der zu 
transformierenden DNA gegeben und auf Eis inkubiert (30 min). Nach einem Hitze-
Schock (2 min, 42°C) wurde der Ansatz für 1 min auf Eis gestellt. Die Zellen wurden 
pelletiert und in 250 µl SOS-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden für 1 Stunde 
bei 37°C inkubiert und auf LB-Platten (5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 10 g/l 
Bactotrypton, 15 g/l Bacto-Agar, pH 7,0) mit 50 mg/l Ampicilin ü.N. kultiviert und 
einzelne Klone mit negativer X-Gal-Farbreaktion zur weiteren Analyse ausgewählt. 
Die selektierten Klone wurden in LB-Amp.-Medium (5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 0,5 g/l 
NaCl, 20 g/l Bactotrypton, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM Glucose und 50 mg/l 
Ampicilin, pH 7,0) kultiviert. 
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3.2.14.2. Verdauung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Die Aktivität von Restriktionsendonukleasen ist von der Ionenstärke des Reaktions-
Puffers abhängig. Da alle für diese Arbeit benötigten Enzyme von der Firma MBI 
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) stammten und prinzipiell mit den optimalen 
Puffern geliefert wurden, stellten sich in dieser Hinsicht keine Probleme. Für die 
meisten Enzyme wurden die Restriktions-Puffer 1–4 (Orange, Rot, Blau und Grün) 
verwendet, während für SalI, BamHI und EcoRI Spezial-Puffer eingesetzt wurden. In 
der Regel betrug die Inkubationstemperatur 37°C, lediglich AgeI wurde bei 25 °C 
inkubiert. Zur analytischen Verdauung wurden 0,2-1,0 µg DNA mit 1 µl des jeweils 
10-fach konzentrierten Reaktions-Puffers versetzt, mit H2O auf 10 µl aufgefüllt und 
nach Zugabe von 2-20 U des Enzyms 1 bis 2 Stunden inkubiert, bevor die Reaktion 
durch Zugabe von 3 ml Orange G- bzw. 2 µl BX-Farbmarker-Lösung gestoppt wurde. 
Zur elektrophoretischen Auftrennung wurden die Ansätze auf ein analytisches 
Agarose-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Bei präparativen 
Verdauungen wurde die 2- bis 5-fache DNA-Menge der analytischen Ansätze 
verwendet und entsprechend mehr Reaktions-Puffer und Restriktionsenzym 
zugegeben. Grundsätzlich sollte sowohl das Volumen des 10-fach konzentrierten 
Puffers als auch der Enzyme nicht mehr als 10 % des Gesamtvolumens ausmachen, 
da sonst die Ionenstärke bzw. das Glycerin aus käuflichen Enzympräparaten die 
Enzymaktivität hemmt. Vor dem Abstoppen einer präparativen Verdauung wurde die 
Vollständigkeit der Verdauung durch Auftrennung eines Aliquots auf einem 
analytischen Gel kontrolliert. Bei Verwendung von selbst isolierten 
Restriktionsendonukleasen wurden nach Maniatis et al. hergestellte Puffer verwendet 
(Maniatis et al. 1989). 
 
3.2.14.3. Auffüllen von 3´-zurückliegenden Enden 
Einige Plasmid-Konstruktionen in dieser Arbeit wurden mit DNA-Molekülen 
vorgenommen, die mit Restriktionsendonukleasen unterschiedlicher 
Erkennungssequenz gespalten wurden und daher unter normalen Bedingungen 
aufgrund fehlender Homologie in der Basensequenz der Einzelstrangenden keine 
Paarung und Verknüpfung durch die T4-DNA-Ligase zuließen. Bei der Ligation von 
DNA-Fragmenten mit verschiedenen 5´-versetzten Enden wurde der 3´-
zurückliegende Strang mit Hilfe von DNA-Polymerase I und den vier 2´-
Desoxynukleosid-5´-Triphosphaten aufgefüllt, so dass ein doppelsträngiges, glattes 
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Ende gebildet wurde. Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E.coli weist 
im Gegensatz zum gesamten Enzym nur die 5´,3´-Polymerase- und die 3´,5´-
Exonuklease-Aktivität auf (Maniatis et al. 1989). Hierzu wurde die vollständig 
verdaute DNA mit 1 µl einer Lösung der 4 dNTP´s (je 250 µM) versetzt. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 9 U Klenow-Fragment gestartet. Nach Inkubation (30 min, 
37°C) erfolgte die Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen (5 min, 70 °C). 
 
3.2.14.4. Dephosphorylierung linearisierter DNA mit alkalischer 
Phosphatase 
Bei Klonierungen, die das Verknüpfen von Restriktionsendonukleasen gleicher 
Spaltungssequenz geschnittener Vektor-DNA mit Passagier-DNA verlangen, wird in 
70-90 % der Fälle die Rezirkularisierung reiner Vektor-DNA bevorzugt (Netzker 
1985), was beim Auffinden rekombinanter Plasmide einer erheblichen 
Arbeitserschwerung gleichkommt. Die Dephosphorylierung des linearen Vektor-
Moleküls am 5´-Ende nach Ullrich et al. vermeidet dieses Problem weitestgehend 
und erhöht dadurch die Ausbeute der Ligation des Vektors mit der Passagier-DNA 
(Ullrich et al, 1977). Nach Ligation des behandelten Vektors mit der Passagier-DNA 
und erfolgter Transformation in E.coli werden die beiden noch verbleibenden 
Einzelstrangbrüche durch zelleigene Kinasen und Ligasen repariert. Die 
Dephosphorylierung erfolgte nach Maniatis et al. mit alkalischer Phosphatase aus 
Kälberdarm (CIP) (Maniatis et al. 1989). Hierzu wurde die vollständig verdaute 
Vektor-DNA mit 0,5-1 U CIP versetzt und inkubiert (30 min, 37 °C). Nach erneuter 
Zugabe von 0,5-1 U CIP erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt (15 min, 56 °C). Die 
Reaktion wurde durch 10 min Inkubation bei 70 °C gestoppt. 
 
3.2.14.5. Ligation 
Nach der von Maniatis et al. beschriebenen Methode wurden die Vektor- und 
Passagier-DNA, die aus präparativen Gelen isoliert wurden, in einem Verhältnis von 
1:10 zur Verknüpfung von DNA-Fragmenten zusammenpipettiert (Maniatis et al, 
1989). Ein Verhältnis von 3:1 wurde gewählt, wenn zuerst die Vektor-DNA 
dephosphoryliert wurde. Bei der Sticky-Ligation betrug das Gesamtvolumen des 
Ligationsansatzes 10-20 µl, wobei 1/10 des Volumens an 10-fach konzentriertem 
Ligations-Puffer plus ATP hinzugegeben wurde. Die Verknüpfungsreaktion wurde 
durch Zugabe von 5 U T4-DNA-Ligase gestartet. Die Inkubation erfolgte für 3 
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Stunden bei 4°C. Bei der Blunt-Ligation wurde dem Ligationsansatzes 1/5 des 
Volumens an 5-fach konzentriertem Ligations-Puffer ohne ATP und 1 µl ATP (0,1 




3.2.15.1. Analyse von Plasmidklonen 
Die Analyse von Klonen erfolgte nach der von Ruther beschriebenen 
Plasmidpräparation (Ruther 1982) und anschließender Restriktionsanalyse. Die 
Plasmidklone wurden mit Restriktionsenzymen gespalten und die DNA-Fragmente 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Hierdurch konnte ermittelt werden, ob die 
analysierten Plasmidklone das gewünschte DNA-Fragment besitzen. 
 
3.2.15.2. Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 
 
3.2.15.2.1. Mini-Präparation 
Die Isolierung von E. coli Transformanden rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte nach 
der Methode von Current Protocols in Molecular Biology (CPMB 1994). Die Anzucht 
erfolgte in mit 3 ml LBA-Medium gefüllten Greiner-Röhrchen im Rundschüttler bei 
180 UpM (ü.N, 37°C). Die Zellen (1,5 ml) wurden zentrifugiert (10 min, 4000 rpm) 
und der Überstand vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Das Pellet wurde in 300 
µl STET-Lösung resuspendiert, bevor 20 µl Lysozym (20 mg/ml) hinzugefügt wurden. 
Die Ansätze wurden invertiert, inkubiert (5 min, Raumtemperatur und 2 min, 100 °C) 
und zentrifugiert (15 min, 13000 rpm, Raumtemperatur). Der Überstand (200 µl) 
wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und mit 500 µl 2,5 M NH4Ac und 
75 % Isopropanol versetzt. Die Ansätze wurden invertiert, inkubiert (20 min, 
Raumtemperatur), zentrifugiert (15 min, 13000 rpm, Raumtemperatur), der 
Überstand abgeschüttet und das Pellet in 500 µl 80 % Ethanol (-20 °C) gewaschen. 
Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 13000 rpm, Raumtemperatur) wurde der 
Überstand vorsichtig abgenommen, das Pellet luftgetrocknet und anschließend in 20 
µl TE-Puffer gelöst. 
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3.2.15.2.2. Midi-Präparation 
A) Die Isolierung von DNA erfolgte mit dem "Jetstar Plasmid Kit" (Genomed). Aus 
einer E. coli-Kultur (über Nacht) wurden 10 ml der Zellen für 10 min abzentrifugiert. 
Das Pellet wurde in 0,4 ml E1-Puffer aufgenommen. Die Zellen wurden durch 0,4 ml 
E2-Puffer aufgeschlossen. Nach 5 min wurden 0,4 ml E3-Puffer zugegeben, 
gemischt, 5x invertiert und zentrifugiert (10 min, 13000 rpm, Raumtemperatur). Der 
Überstand wurde auf eine mit E4-Puffer äquilibrierte Anionenaustauschersäule 
aufgetragen. Zur Entfernung von RNA und Proteinen wurde zweimal mit 2,5 ml E5-
Puffer gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde mit 0,9 ml E6-Puffer isoliert. Die DNA 
wurde mit Isopropanol ausgefällt und zentrifugiert (30 min, 15000 rpm, bei 4 °C). Das 
Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, rezentrifugiert und im Exsikkator (2 min) 
getrocknet. Die so erhaltene DNA wurde in 30 µl 1x TE-Puffer aufgenommen. Das 
nach der Fällung mit E3 erhaltene Präzipitat besteht nach Birnboim et al. zum 
Großteil aus chromosomaler DNA, hochmolekularer RNA und bei den hohen 
Salzkonzentrationen ausfallendem Protein-SDS-Komplex (Birnboim u. Doly 1979). 
Das wesentliche Prinzip der Alkali-SDS-Methode besteht darin, dass die 
chromosomale DNA selektiv denaturiert wird und die Plasmid-DNA in Lösung bleibt. 
Dies geschieht in einem sehr engen pH-Bereich, der sich beim Einhalten der 
Vorschrift von selbst ergibt. Anschließend wurde die Lösung durch Zugabe saurer 
Acetat-Lösung neutralisiert, wobei die chromosomale DNA ein unlösliches Netzwerk 
bildete. Damit die chromosomale DNA tatsächlich präzipierte, durfte auf keinen Fall 
geschüttelt werden. 
B) Bei einer anderen Methode zur Midi-Präparation wurde der "Qiagen Plasmid Kit" 
(Qiagen) verwendet. Aus einer E. coli-Kultur (ü.N.) wurden 10 ml der Zellen 
abzentrifugiert (10 min, 5000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde in 0,3 ml P1-Puffer 
resuspendiert, 0,3 ml P1-Puffer zugegeben, vorsichtig geschüttelt und inkubiert (5 
min, Raumtemperatur). Die Probe wurden mit 0,3 ml P3-Puffer versetzt, vorsichtig 
geschwenkt, inkubiert (10 min, 0°C) und zentrifugiert (15 min, 10000 rpm). Der 
Überstand wurde sofort auf eine mit 1 ml QB1-Puffer äquilibrierte 
Anionenaustauschersäule gegeben. Nach Waschen mit 4x 1 ml QC-Puffer wurde die 
DNA mit 0,8 ml QF-Puffer eluiert. Die Fällung der DNA erfolgte mit 0,5 ml 
Isopropanol. Anschließend wurde die Probe zentrifugiert (30 min, 10000 rpm, 4°C). 
Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, im Exsikkator (2 min) getrocknet und 
in 20 µl TE-Puffer aufgenommen. 
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3.2.16. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung isolierter DNA 
Die Konzentration und Qualität der DNA wurde mittels eines Spektralphotometers 
bestimmt. Die OD260nm und OD280nm einer DNA-Suspension wurde gegen ein 
Lösungsmittel bestimmt, wobei OD260nm der DNA-Konzentration (1 OD260nm = 50 µg 
ds-DNA/ml) und der OD260nm/OD280nm-Quotient der Reinheit entspricht. Der 
OD260nm/OD280nm-Quotient sollte über einem Wert von 1,8 liegen. Mit diesem 
Verfahren war es möglich, definierte DNA-Lösungen herzustellen. 
 
3.2.17. Sequenzierung von DNA 
Als DNA-Sequenzierungsmethode wurde die zyklische- oder PCR-Sequenzierung 
mit universellen fluoreszenzmarkierten Sequenzierprimern M13(-20) forward Primer 
und die Gegenstrangprimer M13 reverse Primer eingesetzt. Die Synthese der 
Oligonukleotide und Fluoreszenzfarbstoff-Markierung erfolgte durch MWG-Biotech 
(Ebersberg). Alle Reaktionen wurden mit dem ″Thermo Sequenase Fluorescent 
Labelled Primer Cycle Sequencing Kit″ (Amersham Pharmacia, Freiburg) 
durchgeführt. Als Templates dienten sowohl ″QIAprep Miniprep Kit″ (Qiagen, Hilden) 
aufgereinigte Plasmid-DNA als auch Silika aufgereinigte PCR-Produkte. Ein 
Reaktionsansatz (8 µl) enthielt 2 µl A, T, G und C Reagenz, 4 pmol 
fluoreszenzmarkierten Primer, 0,2-1 µg Template-DNA und 1 bis 1,5 % DMSO. 
Nachdem die Ansätze mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet wurden, erfolgte die 
Sequenzierreaktion mit dem Trioblock (Biometra) nach folgendem Reaktionsprofil 
(Tab. 4): 
 
1 Zyklus Initiale 
Denaturierung 
95 ° C 5 min 
30 Zyklus Denaturierung 95°C 1 min 
30 Zyklus  Primer 
Hybridisierung 
55 °C 30 s  
30 Zyklus Primer Elongation 72 °C 1 min  
Tabelle 4 
Zyklusprofil für die Cycle-Sequencing-PCR. 
 
Entgegen den Angaben des Herstellers wurden die Sequenzieransätze ohne weitere 
Aufreinigung unmittelbar nach dem Ablauf der Reaktion mit 1 µl PAA-Probenpuffer 
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versetzt und ein Aliquot (1 oder 1,2 µl) auf ein 6 % oder 4 % Polyacrylamidgel 
aufgetragen. Die Analyse der Sequenzierprodukte erfolgte mit dem automatischen 
LI-COR 4000 DNA-Sequenzierer (MWG-Biotech, Ebersberg). 
 
3.2.18. Datenbank Recherche 
Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte anhand der Datenbanken des National 
Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Die Programme 
BLASTN (Pearson u. Lipman 1988) und BLASTX wurden für Homologie Vergleiche 
mit Sequenzen in den Datenbanken des European Molecular Biology Laboratory 
(EMBL), NIH genetic sequence database (GenBank) und DNA DataBank of Japan 
(DDBJ) verwendet, welche alle ″expressed sequence tags″ (EST)- und ″sequence 




4.1. Hämodynamische Veränderungen und mukosale Schädigung 
Die mittlere Dauer der Reperfusion lag nach einer kalten Ischämiezeit (KIZ) von 2 
Stunden bei 546 ± 55 Minuten und nach 20 Stunden KIZ bei 426 ± 69 Minuten. Nach 
2 Stunden KIZ lag die mittlere Volumenstromstärke bei 216 ± 26 ml/min und der 
arterielle Druck bei 62.8 ± 21.5 mmHg nach Beginn der Reperfusion. Der arterielle 
Druck stieg nach 5 Stunden Reperfusion bei stabiler Volumenstromstärke an. Der 
mittlere arterielle Druck lag bei 87 ± 12 mmHg nach 5 Stunden Reperfusion und bei 
160 ± 28 mmHg nach 9 Stunden Reperfusion. Die mittlere Volumenstromstärke 
während der Reperfusion betrug 313 ± 32 ml/min und der arterielle Druck 104 ± 35 
mmHg. Die reperfundierten Dünndärme, die einer KIZ von 20 Stunden ausgesetzt 
waren, hatten höhere arterielle Drücke bei niedrigerer Volumenstromstärke. Die 
mittlere Volumenstromstärke lag bei 257 ± 29 ml/min und der arteriellen Druck bei 
110 ± 29 mmHg. 
Die Dauer der kalten Konservierung war entscheidend für den Schwergrad und den 
zeitlichen Verlauf der mukosalen Schädigung. Die mukosalen Schädigung 
klassifiziert nach Chiu (Chiu et al 1970) und lag vor Reperfusion der 2 Stunden KIZ 
(20 Stunden KIZ) bei 0,2 ± 0,4 (0,4 ± 0,5), nach 1 Stunde Reperfusion bei 0,8 ± 1,2 
(2,2 ± 0,8), nach 5 Stunden Reperfusion bei 2,0 ± 1,3 (3,4 ± 0,8) und nach 8 Stunden 
Reperfusion bei 3,8 ± 0,8 (4,0 ± 1,3). 
 
4.2. Proinflammatorische Mediatoren 
 
4.2.1. Interleukin 6 (IL-6) 
Die Sequenz des isolierten porcinen IL-6 RNA Fragments besitzt eine 99 %ige 
Homologie zu porciner IL-6 mRNA (GenBank: p26893). Der Nachweis der IL-6 
mRNA-Expression erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung der isolierten 
Gesamt-RNA in denaturierenden Agarose-Gelen (Abb. 5 u. Abb. 7) durch Northern-
Blot-Analyse. Die hierfür verwendeten Digoxygenin-markierten IL-6- und β-actin-
DNA-Sonden wurden mit einem kommerziell erhältlichen Kit (PCR DIG Probe 
Synthesis Kit) hergestellt und bei 65°C mit der Membran hybridisiert (Abb. 6 u. 
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Abb.8). Bei Reperfusion nach 2 Stunden KIZ war ein Anstieg der IL-6 mRNA-





Agarose-Formaldehyd-Gel der Gesamt RNA des Schweinedünndarms während Ischämie-

























































Nachweis der IL-6 mRNA-Expression mittels Northern-Blot im Schweinedünndarm während Ischämie-
Reperfusion bei einer KIZ von 2 Stunden. 
 
 
Eine Expression der IL-6 mRNA zeigte sich im Northern-Blot nach einer KIZ von 20 
Stunden, jedoch nicht nach einer KIZ von 2 Stunden (Abb. 8). Die Expression der IL-
6 mRNA in Dünndärmen mit einer KIZ von 20 Stunden nahm unmittelbar nach 
Reperfusion ab. Im Northern-Blot wurde gezeigt, dass die IL-6 mRNA-Expression 5 
Stunden nach Reperfusion in der Gruppe mit einer KIZ von 20 Stunden wieder 




Agarose-Formaldehyd-Gel der Gesamt RNA des Schweinedünndarms während Ischämie-




1.6   kb 
1.05 kb 















































Nachweis der IL-6 mRNA-Expression mittels Northern-Blot im Schweinedünndarm während Ischämie-
Reperfusion bei einer KIZ von 20 Stunden. 
 
Zum Nachweis mit quantitativer RT-PCR wurde die isolierte RNA mit Oligo-dt als 
Primer revers transkribiert und die gleiche Menge cDNA mit sequenzspezifischen IL-
6-Primern amplifiziert. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Light CyclerR. Die 
ermittelten Werte wurden jeweils auf das „house-keeping gene“ EF-2 als Standard 
bezogen. Die quantitative RT-PCR zeigte ebenfalls eine erhöhte IL-6 mRNA-
Expression nach einer KIZ von 20 Stunden (Abb. 9), was den mit Northern-Blot 
gemachten Befund bestätigte. Die IL-6 mRNA-Expression stieg nach Reperfusion 
sowohl nach einer KIZ von 2 als auch von 20 Stunden an. Eine Abnahme der IL-6 










































































Nachweis der IL-6 mRNA-Expression mittels quantitativer RT-PCR im Schweinedünndarm während 
Ischämie-Reperfusion bei einer KIZ von 2 und von 20 Stunden. 
 
Die Expression von IL-6 mRNA konnte mittels In-situ-Hybridisierung mit Digoxy-
genin-markierten Antisense-RNA-Sonden in Monozyten, Endothel- und glatten 
Muskelzellen nachgewiesen werden (Abb.10). 
 
Abbildung 10: 
Lokalisation der IL-6 mRNA-Expression mittels In-
situ-Hybridisierung (PO-anti-Digoxigenin und 
AEC) im Schweinedünndarm während Ischämie-
Reperfusion: A) Ganglienzellen in Submukosa KIZ 
von 2 Stunden und 5 Stunden Reperfusion (630-
fache Vergrößerung), B) Gefäßendothel in 
Submukosa KIZ von 2 Stunden und 5 Stunden 
Reperfusion (630-fache Vergrößerung) und C) 
glatte Muskelzellen, Ganglienzellen und 
Gefäßendothel KIZ von 2 Stunden und 5 Stunden 
Reperfusion (400-fache Vergrößerung). 
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4.2.2. Interleukin 2 (IL-2) 
Ein 387 bp isoliertes und sequenziertes RT-PCR-Fragment besitzt eine 100 %ige 
Homologie zu porciner IL-2 mRNA (GenBank: X56750). Eine Expression der IL-2 
mRNA zeigte sich im Northern-Blot nach Perfusion mit HTK nach einer KIZ von 2 
Stunden. Anschließend stieg die Expression der IL-2 mRNA während der kalten 
Ischämie an, wobei die Expression 2 Stunden nach Reperfusion wieder abnahm. Ein 
Anstieg der IL-2 mRNA-Expression zeigte sich wieder nach 7 Stunden bei 
Reperfusion (Abb. 11). Mittels In-situ-Hybridisierung konnte IL-2 mRNA in 
Endothelzellen und Leukozyten lokalisiert werden. Des weiteren wurde IL-2 mRNA in 
der engen Nachbarschaft von Ganglienzellen nachgewiesen (Abb12). 
 
Abbildung 11:Nachweis der IL-2 mRNA-Expression mittels Northern-Blot im Schweinedünndarm 

































































Lokalisation der IL-2 mRNA-Expression mittels In-situ-Hybridisierung (APAAP-Färbung) im 
Schweinedünndarm: A und B) Übersicht Mukosa und Submukosa vor HTK-Perfusion (200-fache 
Vergrößerung), C) Gefäßendothel KIZ von 2 Stunden und 1 Stunde Reperfusion (400-fache 
Vergrößerung), D) Lymphozyten in Submukosa KIZ von 2 Stunden und 7 Stunden Reperfusion (400-
fache Vergrößerung), E) ) Ganglienzellen in Submukosa KIZ von 2 Stunden und 7 Stunden 
Reperfusion (400-fache Vergrößerung), F) Lymphozyten in Mukosa KIZ von 2 Stunden und 7 Stunden 
Reperfusion (400-fache Vergrößerung), G) Gefäßendothel im Bereich der  Muscularis propria KIZ von 
2 Stunden und 7 Stunden Reperfusion (400-fache Vergrößerung) und H) Gefäßendothel in 
Submukosa KIZ 2 von Stunden und 7 Stunden Reperfusion (400-fache Vergrößerung). 
 
4.2.3. Hitze-Schock-Protein 70 (HSP70) 
Eine geringgradige Expression von HSP70 mRNA zeigte sich im Dünndarm mittels 
semi-quantitativer RT-PCR und quantitativer RT-PCR (Light Cycler) bereits 
während der Spenderoperation. Eine deutlich erhöhte Expression der HSP70 mRNA 
wurde nach einer KIZ von 20 Stunden beobachtet, während sich nach einer KIZ von 
2 Stunden nur ein geringfügiger Anstieg zeigte (Abb. 13, 14, 15). Die Expression der 
HSP70 mRNA in Dünndärmen mit einer KIZ von 20 Stunden nahm unmittelbar nach 
Reperfusion ab (Abb.15). Eine quantitative RT-PCR zeigte, dass die HSP70 mRNA-
Expression ≥1 Stunde nach Reperfusion in der Gruppe mit einer KIZ von 20 Stunden 







Nachweis der HSP70 mRNA-Expression mittels PCR auf einem Agarosegel im Schweinedünndarm 






Nachweis der HSP70 mRNA-Expression mittels PCR auf einem Agarosegel im Schweinedünndarm 

























































































































































































Nachweis der HSP70 mRNA-Expression mittels quantitativer RT-PCR im Schweinedünndarm 
während Ischämie-Reperfusion bei einer KIZ von 2 und von 20 Stunden. 
 
 
HSP70 mRNA wurde mittels In-situ-Hybridisierung mit Digoxygenin-markierten 






Lokalisation der HSP70 mRNA-Expression mittels In-situ-Hybridisierung im Schweinedünndarm nach 
einer KIZ von 2 Stunden und einer Reperfusionsdauer von 1 Stunde. Als Färbung wurde PO-anti-
digoxigenin und AEC verwendet. Abbildung A zeigt den Nachweis von HSP70 mRNA in 





4.2.4. Interferon-gamma (IFNγ) 
Eine 365 bp isolierte und sequenzierte semi-quantitative RT-PCR Bande zeigte eine 
100 %ige Homologie zu Sus scrofa Interferon-gamma. Die Expression von IFNγ 
konnte im Gegensatz zu IL-6 mittels Northern-Blot in Dünndärmen bereits nach einer 
KIZ von 2 Stunden vor Reperfusion nachgewiesen werden. Unter der Reperfusion 
stieg die IFNγ mRNA-Expression bis zu 1 Stunde an und nahm dann bis zur 7. 
Stunde ab (Abb. 17). 
 
 
1.6   kb 
1523 bp 











































1.9   kb 




Nachweis der IFNγ mRNA-Expression mittels Northern-Blot im Schweinedünndarm während 
Ischämie-Reperfusion bei einer KIZ von 2 Stunden. 
 
Die Expression von IFNγ mRNA konnte mittels In-situ-Hybridisierung in Lymphozyten 





Lokalisation der IFNγ mRNA-Expression mittels In-situ-Hybridisierung im Schweinedünndarm: A) vor 




Zur Untersuchung der E-Selektin mRNA-Genexpression wurde die cDNA aus 
Dünndärmen mit einer KIZ von 2 und 20 Stunden mit genspezifischen Primern 
amplifiziert, sequenziert und auf ein 1,5 %iges Agarose Gel aufgetragen. Als 




Nachweis der E-Selektin mRNA-Expression mittels RT-PCR auf einem Agarosegel im 
Schweinedünndarm während Ischämie-Reperfusion bei einer KIZ von A)2 Stunden und B)20 Stunden 















































































































Eine E-Selektin mRNA-Expression zeigte sich bei quantitativer RT-PCR nach einer 
KIZ von 20 Stunden deutlich ausgeprägter als nach einer KIZ von 2 Stunden. Die 
Expression der E-Selektin mRNA in Dünndärmen nahm nach Reperfusion zu, wobei 
jedoch wie bei IL-6 und HSP70 eine Abnahme der mRNA-Expression mit einer KIZ 














































































Nachweis der E-Selektin (CD62E) mRNA-Expression mittels quantitativer RT- PCR im 
Schweinedünndarm während Ischämie-Reperfusion bei einer KIZ von 2 und von 20 Stunden. 
 
Die E-Selektin mRNA-Expression konnte mittels In-situ-Hybridisierung an der 
luminalen Oberfläche der muskulären, submukösen und mukösen Endothelzellen 
nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression war während der extrakorporalen 
Reperfusion verstärkt. Wie mit der In-situ-Hybridisierung gezeigt wurde, wurde die E-
Selektin mRNA-Expression am frühesten im submukösen und mukösen Endothel 
und am spätestens im muskulären Endothel nachgewiesen. Nach 2 Stunden 
Reperfusion zeigten sich eine erhöhte E-Selektin mRNA-Expression in den 
Endothelzellen kleiner submuköser Arterien, die sich im weiteren Verlauf der 




In-situ-Hybridisierung der E-Selektin mRNA-Expression im Schweinedünndarm während Ischämie-
Reperfusion. A) vor HTK-Perfusion, B) KIZ von 2 Stunden und 2 Stunden Reperfusion, C) Endothel 









4.3. mRNA-Differential Display 
Die von Liang und Pardee (1992) publizierte Methode zur Darstellung des Status der 
zellulären Genexpression wurde in dieser Arbeit verwendet, um die Gene zu 
identifizieren, welche durch Ischämie-Reperfusion differentiell reguliert werden. 
Durch die Verwendung unterschiedlicher „downstream“ und „upstream“ Primer-
Kombinationen wurden sehr viele unterschiedliche Bandenmuster erzeugt. 
Die Gesamt-RNA wurde aus vor HTK-Perfusion und 3 Stunden nach Reperfusion 
entnommenen Biopsaten gewonnen. Zuerst wurde die RNA mittels einer reversen 
Transkription (RT) in getrennten Ansätzen mit drei verschiedenen H-T11M Primern 
(M=A, C oder G) in cDNA umgeschrieben. Die cDNAs wurden anschließend mit den 
entsprechenden RT-Primern und je einem von 8 verschiedenen 13mer-Primern 
durch PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf ein PAA-Gel aufgetragen und 
durch Silberfärbung sichtbar gemacht. In Abbildung 22 ist ein Foto eines PAA-Gels 
dargestellt, in dem die Amplifikate unterschiedlicher Primerkombinationen 
aufgetragen wurden. Eine Vielzahl hoch- und herunterregulierter Banden konnte 






























































































































































































Abbildung 22:  
Nachweis differentiell regulierter Banden mittels mRNA-Differential Display, die exemplarisch als rote 
Kästen gekennzeichnet sind. Die mit „a“ bezeichneten Kolumnen zeigen die Gewebeprobe vor HTK-
Perfusion und die mit „b“ bezeichneten Kolumnen die Gewebeproben nach einer Reperfusionsdauer 
von 3 Stunden. Für das mRNA-Differential Display wurden 3 mit „x“ bezeichnete „forward primer“ und 




Von Bedeutung für die Auswahl differentiell amplifizierter cDNA-Fragmente zur 
weiteren Analyse waren einerseits die Reproduzierbarkeit der differentiellen 
Amplifikation in einem erneuten RNA-Display und die Bandenintensität der 
amplifizierten cDNAs. Die Reproduzierbarkeit der Amplifikation einer cDNA bei 
gleichbleibender Bandenintensität sollte sicherstellen, dass nur solche cDNA-
Fragmente weiter untersucht wurden, die mit großer Wahrscheinlichkeit auch 
differentiell exprimiert wurden. Die aus dem 6 %igen Polyacrylamidgel 
ausgeschnittenen Banden wurden in H2O gelöst, aufgereinigt und  unter Verwendung 
der korrespondierenden Primerkombination reamplifiziert. Die isolierten PCR-
Produkte zeigten, dass die reamplifizierten DNA-Fragmente in ihrer Größe mit der zu 
erwarteten Größe übereinstimmten (Abb.23; Fragment SNAP23 und SLA-DQ). Für 
weitere Analysen wurden nur solche cDNA-Fragmente weiter untersucht, die in ihrer 
Größe nach der Reamplifikation dem Größenbereich entsprachen, in dem sie im 
PAA-Gel detektiert wurden. 
 
Abbildung 23: 
Nachweis reamplifizierter differentieller Banden mittels Agarose-Gel a) DNA Marker, b) 
Reamplifikation 2 differentieller Banden.  
 
Anschließend wurden die reamplifizierten Fragmente aus dem Agarosegel eluiert, in 
einen pCRII-TOPO-Vektor kloniert und zur Identifizierung der entsprechenden 









Die Sequenzen der einzelnen Banden wurden auf Homologien in der BLAST-2 
GenBank Datenbank abgeglichen. Die Sequenzanalyse der differentiellen Banden 
zeigte höchste Homologien zu „Nascent-Polypetide-Associated Complex Alpha 
Polypeptide“ (alpha-NAC), „ß-Amyloid b-Protein Precursor“ (AD1), Cingulin, 
„Development and Differentiation Enhancing Factor 1“ (DDEF1), „FAT Tumor 
Suppressor Gene“ (FAT), FLJ22116, „Guanylat-Cyclase 1B3“ (GUCY1B3), „Ig 
gamma heavy-chain“, Interleukin 7 (IL-7), Map Kinase Phosphatase-M B2 (MKP-7), 
mc7 Protein, „Mitochondrial DNA D-Loop Region“, „Mitochondrial NADH 
Dehydrogenase Subunit 4“ (NADH4), „Mitochondrial NADH Dehydrogenase Subunit 
6“ (NADH6), „MHC Class II SLA-DQ Haplotype d and c“ (SLA-DQ), „Muscle lambda 
zap 2“ (TIS11d), Myosin 5B (MYO 5B), „Retionic Acid Receptor alpha“ (RARA), 
„Ribosomal Protein L3“ (RPL3), „Serine/Threonine kinase 12“ (STK12), „SMH-1“, 
„Synaptosomal-Associated Protein 23 kD“ (SNAP23), „Thyreoid Receptor Interacting 
Protein“ (TRIP7), „Transcription Factor 7 mRNA“ (TCF7) und „Ubiquitin-Like 
Containing PHD and RING Finger Domains 1“ (UHRF1). Einige dieser Gene 
besaßen lediglich eine Homologie in der ″expressed sequence tags″ (EST)-
Datenbank. Die Homologien der Sequenzen der differentiellen Banden mit den 
korrespondierenden Genen, welche die GenBank Suche ergeben hat, lagen 
zwischen 83 und 100 % (Tab. 5). Die Mehrzahl der differentiell exprimierten Gene 
wurde durch Nachweis mittels nicht radioaktiven Northern-Blots oder Slot-Blots 
verifiziert. Einige der analysierten mRNA-Sequenzen wurden weitergehend 
untersucht und mit Digoxygenin-markierten Antisense-RNA-Sonden mittels In-situ-
Hybridisierung lokalisiert. 
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Die korrespondierenden Gene, Spezies, GenBank-Nummer, prozentuale Homologie, 




Gen Species GenBank-Nr. Homologie (%) Synonyme bp 
FLJ22116 Homo sapiens NM_024624 93 clon HEP18520 150 
GUCY1B3 (guanylate cyclase 1 B3) Bovine Y00770 88 GC-S-beta-1, 
GUC1B3, GC-SB3 
222 
Map kinase phosphatase-M B2 Mus musculus AF345954  MKP-7 245 
mitochondrial DNA D-loop region Sus scrofa D16483 89 control region 252 
mitochondrial NADH dehydrogenase 
subunit 4 
Sus scrofa AJ002189 100 NADH4 158 
mitochondrial NADH dehydrogenase 
subunit 6 
Sus scrofa AF304203 100 NADH6 182 
Mc7protein Mus musculus AJ278191 94 mc7 93 




protein, 23 kD) 
Homo sapiens AJ011915 88 SNAP23 133 
Transcription factor 7 (T-cell specific, 
HMG-b (TCF7) mRNA 
Homo sapiens   XM_047719 92 TCF1 272 
Ubiquitin-like, containing PHD and RING 
finger domains, 1 





Gen Species GenBank-Nr. Homologie (%) Synonyme bp 
ß-amyloid b-protein precursor Sus scrofa AB032550 100 AD1, amyloid beta 
(A4) precursor protein
148 
cingulin Homo sapiens AF263462 88 KIAA1319 protein 689 
DDEF1( development and differentiation 
enhancing factor 1) 




FAT tumor suppressor gene Sus scrofa AF255344 100 CDHF7 587 
Ig gamma heavy-chain, membrane-
bound-type and secrete-type  
Homo sapiens D78345 97 IgG3 673 
Interleukin 7 Sus scrofa AD049327 96 IL-7 63 
muscle lambda zap 2 (SMLZ-2) similar to 
U07802 TIS11d 
Sus scrofa AA063667 98 BRF2, ERF-2, TIS11d 99 
Myosin 5B Homo sapiens AB032945 83 KIAA1119 201 
NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4 Sus scrofa AF304203 97 NADH4 158 
retinoic acid receptor, alpha Homo sapiens U41743 93 RARA 420 
ribosomal protein L3 Sus scrofa AF203699 100 RPL3 133 
SLA-DQ haplotype d Sus scrofa M29939 98 SLA-DQ 300 
SLA-DQ haplotype c Sus scrofa M29938 98 SLA-DQ 300 
Nascent-polypeptide-associated complex Homo sapiens AJ278883 85 Alpha-NAC 311 
STK12 (serine/threonine kinase 12) Sus scrofa AF244364 100 ARK2, AIM-1, IPL1, 
Aik2 
472 
SON (SON DNA-binding protein); SON3 Homo sapiens AY072691 93 DBP-5, KIAA1019, 
NREBP 
525 
Thyreoid receptor interacting protein 7 Homo sapiens L40357 90 TRIP7 247 
 
Tabelle 5: 
A) Übersicht über die korrespondierenden Gene, die Spezies, die GenBank-Nummer, die prozentuale 
Homologie, die Synonyme, die Basenpaarlänge und die Regulation zu den detektierten differentiell 
herunterregulierten mRNA-Sequenzen. B) Übersicht über die korrespondierenden Gene, die Spezies, 
die GenBank-Nummer, die prozentuale Homologie, die Synonyme, die Basenpaarlänge und die 




Die mRNA-Expression von FLJ22116, GUCY1B3, MKP-7, mitochondrial DNA D-loop 
region, NADH4, NADH6, mc 7 Protein, SMH-1, SNAP23 (Abb. 24), TCF7 und 





Differentielle Herunterregulation von SNAP23 mRNA (oben) und Kontrolle ß-Actin mRNA (unten) und 
a) vor HTK-Perfusion und b) 3 Stunden nach Reperfusion. 
 
SNAP23 wurde mittels In-situ-Hybridisierung in der Membran der submukosalen 
Muskelzellen nachgewiesen (Abb. 25). 
 
Abbildung 25: 
In-situ-Hybridisierung von SNAP23 mRNA vor HTK-Perfusion (A) und 3 Stunden nach Reperfusion 
(B).  
 
Eine der differentiell herunterregulierten Banden wies eine 84 %ige Homologie zu 
einer bekannten DNA-Sequenz auf, die einen Teil eines neuartigen Zink-
Fingerproteins aufweist und unter der GenBank  „Accession Number“ AL050310 
registriert ist. Die korrespondierende, von uns identifizierte mRNA-Sequenz, nannten 
wir SMH1 (Abb. 26). Die Expression von SMH-1-mRNA wurde durch Slot-Blot 
Technik verifiziert. Die SMH-1 mRNA war zum Ende der KIZ hochreguliert, jedoch 
nicht vor Perfusion mit HTK-Lösung. Die Expression der SMH-1 mRNA war nach 
einer KIZ von 20 Stunden höher als nach einer KIZ von 2 Stunden. 
Interessanterweise konnte die SMH-1 mRNA-Expression noch 3 Stunden nach 
Reperfusion nachgewiesen werden, jedoch nicht mehr nach einer Reperfusionsdauer 







swine  cagctgcatttggaaatcctgccccttaagcaggtttaagtaacttactcctgaccttccttctc 
       |||||||||||||| | |||||  | ||| ||||| ||| ||||||| | ||||||||||||||| 
human  cagctgcatttggagaccctgctgcctaaccaggtctaaataacttattactgaccttccttctc 
Abbildung 26: 
mRNA Sequenz von SMH-1. 




















KIZ 20  
Stunden 
 -        +        +        -
 -        +        +        -
 
Abbildung 27: 
Nachweis der Expression von SMH-1 mRNA im Schweinedünndarm vor HTK-Perfusion, am Ende der 
KIZ sowie nach einer Reperfusionsdauer von 3 und 7 Stunden. Die Slot-Blot Analyse des 
Dünndarmgewebes mit einer KIZ von 2 Stunden ist im oberen Blot dargestellt und nach einer KIZ von 
20 Stunden im unteren Blot. 
 
Die SMH-1 mRNA-Expression konnte mittels In-situ-Hybridisierung in submukosalen 






Abbildung 28: Lokalisation der SMH-1 mRNA-Expression im Schweinedünndarm mittels In-situ-
Hybridisierung: A) vor HTK-Perfusion, B) vor HTK-Perfusion, C) 2 Stunden KIZ und 3 Stunden 
Reperfusion und D) 2 Stunden KIZ und 7 Stunden Reperfusion. 
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Im Gegensatz hierzu wurden die mRNA-Sequenzen von AD1, cingulin, DDEF1, FAT, 
Ig gamma heavy-chain, NADH4, SMLZ-2, RARA, RPL3, SLA-DQ, IL-7, alpha-NAC, 
MXO5B, STK12 und TRIP7 nach 3 Stunden Reperfusion differentiell hochreguliert. 
Die differentiell hochregulierte Bande, die als SLA-DQ identifiziert wurde, zeigte eine 
98 %ige Homologie zu SLA-DQ mRNA Haplotyp c und d (Abb. 29). Eine Expression 
der SLA-DQ mRNA konnte bereits vor und nach Perfusion mit HTK-Lösung im 
Northern-Blot nachgewiesen werden. Unmittelbar nach Reperfusion stieg die SLA-
DQ mRNA-Expression an und blieb erhöht bis zum Ende der Reperfusionsphase 
(Abb. 30). 
 
Swine  aacctcatgaagtgatttattgtttccatgtacatattagtttagggtcactgagggatcaggtggccgagtgggatatctcagaga 
       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
human  aacctcatgaagtgatttattgtttccatgtacatattagtttagggtcactgagggatcaggtagccgagtgggatatctcagaga 
 
swine  tcccataacaggtaacaactgagaaaagaaaaagacctagaaggtcaggaagaggattccaagggcatatgaattctgagatgacac 
       |||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
human  tcccgtaacaggtaacaactgagaaaagaaaaagacctagaaggtcaggaagaggattccaagggcatatgaattctgagatgacac 
 
swine  agcaccttaagttccagagaagaggtgagaagaagaatgtaggaagagagaaggtatacgacgaatttggccagaaaatagttctag 
       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||| 
human  agcaccttaagttccagagaagaggtgagaagaagaatgtaggaagagagaaggtatatgatgaatttggccagaaaatagttctag 
 
swine  gtcgttgag 
       ||||||||| 
human  gtcgttgag 
 
 
swine  cagtacaaaaacctcatgaagtgatttattgtttccatgtacatattagtttagggtcactgagggatcaggtggccgagtgggata 
       ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
human  cagtacaaaaacctcatgaagtgatttattgtttccatgtacatattagtttagggtcactgagggatcaggtagccgagtgggata 
 
swine  tctcagagatcccataacaggtaacaactgagaaaagaaaaaga-cctagaaggtcaggaagaggattccaagggcatatgaattct 
       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
human  tctcagagatcccataacaggtaacaactgagaaaagaaaaagaacctagaaggtcaggaagaggattccaagggcatatgaattct 
 
swine  gagatgacacagcaccttaagttccagagaagaggtgagaagaagaatgtaggaagagagaaggtatacgacgaatttggccagaaa 
       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||||||||| 
human  gagatgacacagcaccttaagttccagagaagaggtgagaagaagaatgtaggaagagagaaggtatatgatgaatttggccagaaa 
 
swine  atagttctaggtcgttgag 
       ||||||||||||||||||| 
human  atagttctaggtcgttgag 
Abbildung 29: 




SLA-DQ d 1174 bp 
SLA-DQ c 1105 bp 
1.6   kb 



































1.9   kb 






Northern-Blot der SLA-DQ mRNA im Dünndarmgewebe bei einer KIZ von 2 Stunden. 
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Mittels In-situ-Hybridisierung konnte im Dünndarmgewebe nach einer KIZ von 2 
Stunden und einer Reperfusionsdauer von 6 Stunden SLA-DQ mRNA im mukosalen 




Nachweis der MHC II (SLA-DQ Haplotyp d und c) mRNA-Expression im Schweinedünndarm mittels 
In-situ-Hybridisierung nach einer KIZ von 2 Stunden und einer Reperfusionsdauer von 6 Stunden. 
 
IL-7 wurde über ein differentielles mRNA-Display 3 Stunden nach Reperfusion 
identifiziert. Die differentielle Expression von IL-7 konnte über Northern-Blot-
Analysen mit Gesamt-RNA bestätigt werden (Abb. 32). 
 
Abbildung 32: 
RNA-Gel (A), differentielle Hochregulation von IL-7 mRNA (B), Kontrolle ß-Actin mRNA (C), vor HTK 
(a) und 3 Stunden nach Reperfusion (b)). 
 
Zur Bestätigung der im mRNA-Differential Display ermittelten differentiellen 
Expression von Myosin 5B (Abb. 33) und alpha-NAC (Abb. 34) wurde ein Northern-
Blot mit Gesamt-RNA durchgeführt. 
 
 












Abbildung 34:Differentielle Hochregulation von alpha-Nac mRNA (A) und Kontrolle ß-Actin mRNA (B). 
 
Vier neu entdeckte partielle CDS mRNA-Sequenzen von differentiell hochregulierten 
Genen wurden in der GenBank registriert. Zu den 4 neu entdeckten Genen gehören 
Sus scrofa FAT tumor suppressor gene (GenBank AF255344; 100 %ige  Homologie; 
synonym: CDHF7; 587 bp), Sus scrofa ribosomal protein L3 (GenBank AF203699; 
100 %ige  Homologie; synonym: RPL3; 133 bp), Sus scrofa Serin/Threonin kinase 12 
(GenBank AF244364; 100 %ige  Homologie; Synonym: ARK2, AIM-1, IPL1, Aik2; 
472 bp) und Sus scrofa SON DNA-Binding Protein (GenBank AY072691; 93 %ige  
Homologie; Synonym: DBP-5, KIAA1019, NREBP; 525 bp). 
Die Serin/Threonin kinase 12 wurde mittels In-situ-Hybridisierung mit Digoxygenin 
markierten Antisense RNA Sonden in mukosalem Epithel und in submukosalen 







(Serin/Threonin kinase 12) vor HTK-
Perfusion (A) und 3 Stunden nach





Die Methode der RACE-PCR wurde eingesetzt, um das 3′-Ende einer EST Sequenz-
homologie zu identifizieren. Das amplifizierte und aus dem Agarose Gel isolierte 
Fragment mit einer Länge von 525 bp besaß in der GenBank Analyse eine 93 %ige  
Homologie zu Homo sapiens Son DNA bindendem Protein. Diese identifizierte 
Sequenz wurde in der GenBank unter der „Accession Number“ AY072691 registriert 
(Abb. 36), auf dem Northern-Blot analysiert (Abb. 37) und mittels In-situ-
Hybridisierung lokalisiert (Abb. 38). 
1 caccagtcag attaaggcgg tcacgaacac ctttgagaag aaggtttagc agatctccca 
61 tccgtcgtaa acgatccagg tcttctgaaa gaggtagatc acctaaacgc ctgacagatt 
121 tgaataaggc tcagttactt gaaatagcca aagctaatgc agctgccatg tgtgctaagg 
181 ctggtgttcc tttaccgcca aacttaaagc ctgcacctcc acctacaata gaagaaaaag 
241 ttgctaaaaa gtcaggaggg gcaactatag aagaactaac tgagaaatgc aaacagatcg 
301 cacagagtaa agaagatgat gatgtgatag tgaataagcc tcatgtttcg gatgaagagg 
361 aagaagaacc tcctttttat catcatccct ttaaactcag tgaacccaaa cctatttttt 
421 tcaatcttaa tattgcagcg gcaaagccaa ctccaccaaa aagccaggta acattaacaa 
     481 aagaattccc tgtgtcatct ggatctcagc atcgaaaaaa aaaaa 
Abbildung 36: 
mRNA-Sequenz von Sus scrofa Son DNA bindendem Protein (GenBank AY072691). 
 





In-situ-Hybridisierung von SON3 vor HTK-








Der Dünndarm steht über die Mukosa in direktem Kontakt zur Außenwelt, die 
pathogene Mikroorganismen, Toxine und Pankreasenzyme enthält. Die 
gastrointestinale Barriere bildet ein natürliches Schutzschild gegenüber der 
Außenwelt und schützt das Individuum vor potentiell schädigenden Einflüssen. Der 
intestinale Ischämie-Reperfusionsschaden führt zur mukosalen Schädigung und 
somit zur Zerstörung der gastrointestinalen Barriere (Cicalese et al. 2001).  
Der Ischämie-Reperfusionsschaden induziert komplexe Schädigungs- und 
Reparaturmechanismen. Ein tiefergehendes Verständnis der komplexen 
Pathophysiologie des intestinalen Ischämie-Reperfusionsschadens erscheint daher 
erforderlich, um effektive Interventionsstrategien zur Limitierung des Ischämie-
Reperfusionsschadens zu entwickeln. Die isolierte Immunantwort des Dünndarms ist 
in den meisten Tierexperimenten schwer zu interpretieren, da sie durch eine 
systemische Immunantwort überlagert wird. Deshalb erscheint es sinnvoll, den 
intestinalen Ischämie-Reperfusionsschaden in einem isolierten extrakorporalen 
Dünndarmperfusionssystem zu untersuchen. 
In unserem Modell resultierte der Ischämie-Reperfusionsschaden in einer mukosalen 
Schädigung, die von den Spitzen der Villi ihren Ursprung nahm und basiswärts 
voranschritt. Die mukosale Schädigung trat erst nach Reperfusion der Dünndärme 
auf, wobei eine Verlängerung der kalten Ischämiezeit von 2 auf 20 Stunden in einer 
frühzeitigeren und initial schwereren mukosalen Schädigung resultierte. Das Ende 
der Reperfusionsphase war durch eine Denudation der Villi, Ödeme und 
Hämorrhagien gekennzeichnet. Der Verlauf der mukosalen Schädigung nach 
Reperfusion entsprach den Beobachtungen von Chiu et al., die den 
Reperfusionsschaden im Rattenmodell histologisch charakterisiert haben (Chiu et al. 
1970). In unserem Modell war der Reperfusionsschaden mit einem Anstieg des 
arteriellen Druckes bei gleichbleibender Volumenstromstärke verbunden. Diese 
Beobachtung kann durch eine Umverteilung des Blutflusses durch spontan eröffnete 
″shunts″ erklärt werden und spiegelt das Eintreten einer mit zunehmender Dauer der 
Reperfusionsphase progredienten Mikrozirkulationsstörung wider. 
Als Mediatoren der intestinalen Ischämie-Reperfusionsschädigung haben wir 
zunächst Parameter nachgewiesen und lokalisiert, deren Rolle als 
proinflammatorische Mediatoren in der Pathophysiologie des Ischämie-
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Reperfusionsschadens bekannt waren. Als Parameter wurden zunächst Interleukin-6 
(IL-6), Interleukin-2 (IL-2), das Hitze-Schock-Protein 70 (HSP70), Interferon gamma 
(IFNγ) und E-Selektin untersucht. 
 
5.1. Proinflammatorische Mediatoren 
Die Nukleotidsequenzen des IL-6-Gens und des für den "granulocyte-colony 
stimulating factor" (G-CSF) kodierenden Gens zeigen Ähnlichkeiten, was auf eine 
evolutionäre Verwandtschaft hinweist. Das IL-6 Gen besteht aus fünf Exons und vier 
Introns und enthält zahlreiche regulatorische Elemente ("enhancer elements"), die 
u.a. auf Glukokortikoide reagieren. Die wichtigsten IL-6-Produzenten sind stimulierte 
Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Monozyten/Makrophagen, Epithel- und 
Endothelzellen, glatte Muskelzellen, T- und B-Lymphozyten sowie multiple 
Tumorzellinien, die IL-6 als autokrinen Wachstumsfaktor benötigen. Die IL-6-
Synthese wird durch bakterielle Lipopolysaccharide, Viren, verschiedene Zytokine 
wie IL-1, TNFα, IFNγ und GM-CSF induziert und gesteigert. Während 
Monozyten/Makrophagen vorzugsweise durch bakterielle Lipopolysaccharide 
stimuliert werden, reagieren Endothelzellen besser auf die endogenen Zytokine IL-1 
und TNFα, deren Wirkung durch die beiden "second messenger"-Systeme 
Proteinkinase C und Adenylatcyclase vermittelt wird und zu einer gesteigerten IL-6-
Transkription führt. Als Zytokin bewirkt IL-6 die terminale Differenzierung von durch 
IL-4 und IL-5 aktivierten B-Zellen zu immunglobulinsezernierenden Plasmazellen, 
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen und zusammen mit IL-2 die Aktivierung von 
zytotoxischen T-Zellen. Zusätzlich führt es über eine Aktivierung von 
Megakaryozyten zur Thrombozytose (Hyams et al. 1993) und wirkt neben IL-1, TNFα 
und Interferon als starkes endogenes Pyrogen. Muraoka et al. zeigten, dass die 
Aktivierung des IL-6 Gens ein durch Hypoxie vermittelter Prozess ist. Sie zeigten in 
einem in vitro-Versuch, dass Hypoxie aber nicht Reoxygenierung die Aktivierung von 
NF-κB  durch die Degradierung von IκBα induziert. Die Hypoxie induzierte NF-κB-
Aktivierung resultiert in der κB ähnlichen transkribierenden Aktivierung des IL-6-Gens 
(Muraoka et al. 1997). In Übereinstimmung mit Muraoka et al. fanden wir, dass die 
IL-6 mRNA-Expression nach 20 Stunden, aber nicht nach 2 Stunden kalter Lagerung 
vorhanden war. Muraoka et al. spekulieren, dass die massive Produktion von 
reaktiven Sauerstoffzwischenstufen (″reactive oxygen intermediates″, ROIs) unter 
hypoxischen Bedingungen unwahrscheinlich ist. Aber es könnte möglich sein, dass 
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eine sehr geringe Menge ROIs bei niedrigem Sauerstoff produziert wird und somit die 
NF-κB-Aktivierung vermittelt (Muraoka et al. 1997). Rauen und Groot beschrieben, 
dass tatsächlich die ROIs eine entscheidende Rolle an hypothermischen Schäden in 
diversen Säugetierzellen spielen. Bei Leber- und Nierenzellen z. B. scheinen sie den 
entscheidenden Beitrag zum Entstehen des hypothermischen Schadens zu leisten, 
und dabei noch wichtiger zu sein als das Gleichgewicht der zellulären 
Ionenhomeostase (Rauen u. Groot 2002). Interessant ist aber, dass die Expression 
von IL-6 mRNA, die nach 20 Stunden KIZ produziert wurde, nach intestinaler 
Reperfusion mit Schweine-Vollblut vorübergehend zurückging. Diese Feststellung 
impliziert, dass Prozesse, die die IL-6 mRNA-Expression inhibieren, während der 
frühen Phase der Reperfusion initiiert werden. Es ist bekannt, dass Glucocorticoide, 
IL-4, IL-10, IL-13, NO und Prostaglandin E2 die IL-6 Expression vermindern (Biff et 
al. 1996). Kukielka et al. beschrieben einen Anstieg der IL-6 Konzentrationen in der 
Reperfusionsphase nach Ischämie im Myokard des Kaninchens, wobei maximale IL-
6 Konzentrationen nach 3 Stunden Reperfusion auftraten (Kukielka et al. 1994). 
Unsere Ergebnisse der hochregulierten IL-6 mRNA-Expression während der 
Reperfusion stimmen bezüglich des zeitlichen Verlaufs mit den Resultaten von 
Kukielka et al. überein. Wir konnten die Expression von IL-6 mRNA mittels In-situ-
Hybridisierung in Endothelzellen, Monozyten und sogar in glatten Muskelzellen und 
Ganglienzellen nachweisen. Kürzlich wurde die Modulation der IL-1β induzierten IL-
6-Produktion in intestinalen glatten Muskelzellen der Ratte demonstriert. Van Assche 
et al. schlossen daraus, dass diese Interaktion zu einer veränderten Muskelfunktion 
während intestinaler Inflammation beitragen könnte (van Assche et al.1999). Die 
Rolle der IL-6 mRNA-Expression in Endothelzellen, in glatten Muskelzellen und in 
Ganglienzellen ist noch nicht vollständig geklärt, weist aber auf eine mögliche Rolle 
dieser Zellen als Quelle der IL-6-Synthese während des intestinalen Ischämie-
Reperfusionsschädens hin. 
 
Zur Synthese von IL-2 brauchen die T-Zellen unter physiologischen Bedingungen 
einen von außen kommenden Stimulus. Dies kann entweder ein Antigen oder ein 
Mitogen sein. Unterstützung erfährt die Synthese durch IL-1. IL-2 fördert weiterhin 
autokrin die eigene Synthese, aber dazu muss der IL-2 Rezeptor exprimiert werden. 
IL-2 besitzt eine zentrale Rolle bei intestinalen Entzündungsreaktionen. Der IL-2 und 
der IL-2 Rezeptor werden während Entzündungsprozessen hoch reguliert, und die 
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Hemmung IL-2 produzierender Zellen hat einen günstigen Einfluss auf die intestinale 
Entzündungsreaktion (Fiocchi 1996). Die Expression von IL-2 in unserem Modell 
zeigte einen zweiphasigen Verlauf: Unmittelbar nach Beginn (0 Stunden 
Reperfusion) und 7 Stunden nach Reperfusion waren Sie am ausgeprägtesten. In 
einem Ischämie-Reperfusionsmodell der Hundelunge konnte eine erhöhte IL-2-
Freisetzung in der Bronchiallavage 4 Stunden nach Reperfusion nachgewiesen 
werden (Serrick et al. 1994). In dieser Arbeit wurde IL-2 mRNA erstmalig im 
Dünndarm mittels In-situ-Hybridisierung in Gefäßendothelzellen, Lymphozyten der 
Submukosa, Lymphozyten der Mukosa, Zellen um die Ganglien herum und 
Gefäßendothelzellen im Bereich der "Muscularis propria" nachgewiesen. Da IL-2 nur 
von T-Zellen und eventuell NK-Zellen synthetisiert werden kann und ebenso relativ 
begrenzt auf T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und Vorgänger-LAK-Zellen (Lymphokin-
aktivierte ″Killer-Zellen″) wirkt, könnte es in das Bild eines selektiv erhöhten 
Aktivierungsstatus’ von T-Zellen passen. Der erhöhte Aktivierungsstatus, bestehend 
aus einer vermehrten Expression von MHC II, IL-2 Rezeptor und dem Transferin 
Rezeptor (Zeitz  et al. 1988), könnte durch eine konstitutionelle IL-2-Synthese 
hervorgerufen werden, die regional begrenzt v. a. die T-Zellen in einen ebenso 
begrenzten Aktivierungszustand versetzt. Unter den IL-2 sezernierenden 
Lymphozyten stellen CD4+ T-Zellen die Hauptgruppe, während CD8+ T-Zellen nur 
wenig zur IL-2-Synthese beitragen (Kusugami et al. 1991). Wegen seiner Wirkung 
auf T- und B-Zellen gilt IL-2 als zentrales Regulatormolekül der Immunantwort 
(Fiocchi 1992, Ibelgaufts 1992).  
 
Die Hitze-Schock-Proteine sind durch ihre Funktion als ″Chaperone″ am Transport 
und Schutz von Proteinen als Antwort auf zellulären Stress beteiligt. Sie werden 
universell in Eukaryontenzellen gebildet und wurden als erstes bei thermischem 
Stress (Hitze, Kälte) beschrieben, woher der Name stammt (Craig u. Gross 1991, 
Kregel u. Moseley  1996). Die Produktion von HSP wird über zwei Gene (HSF1 und 
2) reguliert, die durch Stress vermutlich über ein membrangebundenes Sensorprotein 
und den HSE-Komplex aktiviert werden (Hightower 1991, Locke u. Tanguay 1996, 
Morimoto 1993, Morimoto 1991). Die HSP70-Expression wurde durch Ischämie-
Reperfusion (Marber et al. 1995, Radford et al. 1996) sowie durch Hypoxie induziert, 
wodurch postischämische Schäden vermindert wurden. Die Hitze-Schock-Proteine 
erhöhen die Stresstoleranz bei Ischämie. Dass HSP eine wichtige Rolle bei der 
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antiischämischen Reaktion der Zelle spielt, wurde zuerst am Herzen gezeigt, wo 
ischämisches "Preconditioning" die Infarktgrösse verringert. Myokardiales HSP wird 
kurz nach Ischämie gebildet (Knowlton et al. 1991). Die HSP-Antwort korreliert mit 
der Myokardprotektion, die durch Hyperthermie erzeugt wird (Currie et al. 1993). Die 
Expression von HSP70 wurde in unserem Modell mittels semi-quantitativer RT-PCR 
und durch quantitative RT-PCR (Light CyclerR) während der gesamten Ischämie-
Reperfusion nachgewiesen, wobei nach einer KIZ von 20 Stunden eine erhöhte 
Expression nachweisbar war. Als wesentliche Faktoren für die HSP-Induktion wurden 
bisher metabolische Faktoren, Energieverarmung und freie Radikale diskutiert. In 
einem extrakorporalen Schweine-Leberperfusionsmodell wurde gezeigt, dass die 
HSP70 Expression von der Dauer der KIZ und der hepatozellulären Energiereserve 
abhängig ist (Schütz et al. 1997). In unserem Modell stieg die HSP70 Expression in 
der Reperfusionsphase an. Reperfusion bedeutet einen besonders hohen oxidativen 
Stress und HSF wird aktiviert. Ein erhöhtes myokardiales HSP wurde nach 
herzchirugischen Eingriffen mit extrakorporaler Zirkulation und Reperfusion 
beobachtet (Taggart et al. 1997). In Zellkulturversuchen wurde gezeigt, dass Hitze-
Schock in Astrozyten über Induktion von HSP70 über eine verminderte NF-κB-
Aktivierung zu einer reduzierten iNOS-Expression führte (Feinstein et al. 1996). 
Darüber hinaus resultierte die Überexpression von HSP70 in Ratten Insulinomzellen 
in der Hemmung zytotoxischer NO-Effekte (Bellmann et al. 1996). HSP70 mRNA 
konnten wir zum ersten Mal im Dünndarm mittels In-situ-Hybridisierung in 
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und mukosalen Epithelzellen nachweisen. Eine 
erhöhte Expression von HSP70 wurde bisher in Endothelzellen (Zhu et al.1994), 
vaskulären glatten Muskelzellen (Zhu et al. 1995) und auf der Oberfläche von 
zirkulierenden Leukozyten nach akuter intensiver körperliche Belastung 
nachgewiesen (Fehrenbach u. Niess  1999). Eine erhöhte mRNA-Expression von 
HSP70 hängt eventuell mit der Bildung freier Radikale, mechanischer Belastung, 
zirkulierenden Zytokinen (Pederson et al. 1996) und einer immunologischen Funktion 
von HSP zusammen. Die HSP70-Expression wird als zellulärer Schutzmechanismus 
diskutiert, der in einer Reduktion des intestinalen Reperfusionsschadens resultieren 
kann. 
 
Interferon gamma (IFNγ) wurde ursprünglich als antivirale Substanz im Zellüberstand 
von Phytohämagglutinin stimulierten Leukozyten entdeckt (Wheelock 1965). IFNγ, 
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auch als Immun-Interferon bezeichnet, wird physiologischerweise nach Aktivierung 
durch Antigene, Mitogene oder Allogene hauptsächlich von aktivierten NK-Zellen, 
TH1 Zellen, und zytotoxischen T-Zellen produziert (Boehm et al. 1997). IL-2 induziert 
ebenfalls die IFNγ-Synthese. IFNγ ist ein potenter Stimulator der MHC II Antigen-
Expression in humanen und porcinen Endothelzellen (Collins et al. 1984, Murray et 
al. 1994, Bravery et al. 1995). In Monozyten/Makrophagen induziert IFNγ die 
Sekretion von TNFα sowie die Freisetzung von Sauerstoffradikalen und verstärkt die 
LPS-induzierte IL-1β-Produktion (Arend et al. 1989). IFNγ wirkt synergetisch mit IL-1 
und IL-2 und scheint für die Expression des IL-2R auf der Zelloberfläche von T-Zellen 
notwendig zu sein, um auf diese Weise die zellvermittelte Zytotoxizität zu 
beeinflussen. Eine Hemmung des IL-2R inhibiert ebenfalls die Synthese von IFNγ. 
Das durch IL-4 induzierte Wachstum von B-Zellen und die durch IL-4 ausgelöste 
Produktion von IgG1 und IgE durch LPS-stimulierte B-Zellen wird durch IFNγ 
gehemmt.  In unserem Modell war eine IFNγ mRNA-Expression vor und nach 
Reperfusion nachweisbar, wobei die Expression in der Reperfusionsphase zunahm. 
IFNγ konnten wir mittels In-situ-Hybridisierung in der intestinalen Mukosa 
(Lymphozyten) nachweisen. Über eine konstitutionelle Expression von IFNγ  mRNA 
in der Mukosa gibt es bisher keine weiteren Arbeiten. Zwar kann IFNγ  in vitro durch 
eine ganze Reihe von Stimuli wie Mitogene, Allogene und gegen den MHC-Komplex 
gerichtete Antigene, wie auch durch gegen Lymphozytenoberflächenantigene 
gerichtete Antikörper induziert werden, jedoch scheint die Expression sehr eng 
reguliert zu sein. Über ein regulatorisches Supressorprotein, wie auch einen 
posttranslationalen Regulationsmechanismus wird die IFNγ-Synthese kontrolliert 
(Chan et al. 1991). Auf Grund des erhöhten Aktivierungsgrades intestinaler T-Zellen 
wäre eine IFNγ-Synthese nicht unerwartet gewesen. IFNγ induziert die Expression 
des MHC II und des IL-2 Rezeptors, welche beide auf intestinalen, Antigen 
präsentierenden Zellen und T-Zellen verstärkt exprimiert werden. Darüber hinaus 
beeinträchtigt IFNγ  epitheliale ″tight junction″ mit der Folge erhöhter intestinaler 
Permeabilität, induziert intrazelluläre Adhäsionsmoleküle, welche die Transmigration 
neutrophiler Granulozyten fördern (Jones et al.1995) und verursacht in hohen 
systematischen Dosen Nekrosen intestinaler Villusspitzen (Sartor 1994). 
E-Selektin, welches erstmals von Bevilacqua et al. 1989 charakterisiert wurde, wird 
von Endothelzellen nach Aktivierung mit Zytokinen, insbesondere IL-1 und TNFα  
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oder mit Lipopolysacchariden exprimiert (Bevilacqua et al. 1989). Da die Aktivierung 
des E-Selektin auf Transkriptionsebene über eine De-Novo-Synthese erfolgt, erreicht 
die E-Selektin-Konzentration erst nach ca. 4 Stunden ihr Maximum und geht nach ca. 
16-24 Stunden auf das Ausgangsniveau zurück (McEver 1997). Auch fanden Wyble 
et al. eine E-Selektin-Expression in humanen Endothelzellen nach Zusatz von TNFα 
und IL-1 frühestens nach 2 Stunden, mit maximaler Intensität erst nach 4 Stunden 
(Wyble et al. 1996). Die Expression von E-Selektin  wurde in unserem Modell mittels 
semi-quantitativer RT-PCR und quantitativer RT-PCR (Light CyclerR) während der 
gesamten Ischämie-Reperfusion nachgewiesen, wobei nach einer KIZ von 20 
Stunden eine erhöhte Expression wie bei IL-6 und HSP70 nachweisbar war. 
Interessanterweise war die E-Selektin mRNA-Expression 2 Stunden nach 
Reperfusion deutlich erhöht. Direkt nach Beginn der Reperfusion erhöhte sich die E-
Selektin mRNA-Expression in Darmgewebe nach 2 Stunden KIZ, während sie bei 20 
Stunden KIZ vermindert wurde. Danach erhöhte sich die E-Selektin mRNA-
Expression während der Reperfusionsphase kontinuierlich. E-Selektin-mRNA wurde 
wie IL-2 und HSP70 zum ersten Mal mittels In-situ-Hybridisierung in Endothelzellen 
des Dünndarms nachgewiesen. Da diese Effekte früh nach Reperfusion auftraten 
und möglicherweise einen Beitrag zum Ischämie-Reperfusionsschaden leisten, bietet 
es sich an, E-Selektin als Marker für eine Aktivierung der Endothelzellen zu 
verwenden. Eine erhöhte E-Selektin mRNA-Expression zeigte sich während der 
Reperfusion. Die Expression des Gens für das E-Selektin wird durch den 
Transkriptionsfaktor NF-κB gesteuert (Schindler u. Baichwal 1994). Da dessen 
Aktivierung über reaktive Sauerstoffspezies erfolgt, die im Normalzustand der Zelle 
durch eine Balance mit Radikalfängern unterdrückt werden (Lee u. Burckart 1998), 
wird wahrscheinlich, dass die Wirkung oxidativer Stressfaktoren auf die Zelle zu einer 
verstärkten Exprimierung von E-Selektin führt. Erhöhte NF-κB-Aktivität wurde schon 
nach 1 Stunde Reperfusion in einem intestinalen Ischämie-Reperfusionsmodell der 
Ratte nachgewiesen (Yeh et al. 2000). Collins et al. zeigten, dass die Aktivierung des 
NF-κB-Pathways zu einer De-Novo-Synthese von E-Selektin mRNA führt (Collins et 
al. 1995). Die verstärkte E-Selektin mRNA-Expression während der KIZ in unserem 
Modell reflektiert die Transkription während des hypoxischen Zustandes. In vitro wird 
E-Selektin mRNA nicht nur allein durch Hypoxie exprimiert, sondern auch durch 
zusätzliche Stimulatoren wie TNFα oder LPS hochreguliert (Zund et al 1996). Wir 
konnten eine transmurale Richtung der E-Selektin mRNA-Expression feststellen, die 
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sich von den mukösen Endothelzellen ausgehend in Richtung der muskulären 
Endothelzellen bewegte. Dies lässt vermuten, dass Agentien oder Toxine (z. B. LPS) 
die gastrointestinale Barriere vom Darmlumen aus durchdringen und in die 
Darmwand wandern, wobei sie Parameter z. B. TNFα, NF-κB induzieren, die 
konsekutiv die Transkription von E-Selektin während der KIZ stimulieren.  
 
5.2. mRNA-Differential Display 
Die Komplexität der Schädigungs- und Reperaturmechanismen, die durch den 
Ischämie-Reperfusionsschaden initiiert werden, lässt die Aktivierung und 
Deaktivierung verschiedenster Transkriptionsfaktoren vermuten, die an diesen 
Prozessen beteiligt sind. Die Aktivierung von „early gene response“-Genen scheint 
einen essentiellen Schritt in der Initiierung des Reperfusionsschadens darzustellen. 
Die Gene, die die Entstehung des intestinalen Reperfusionsschadens starten und 
nachgeschaltete Schädigungs- und Reperaturprozesse initiieren, sind bislang 
weitestgehend unbekannt. Yeh et al. untersuchten den Ischämie-
Reperfusionsschaden in Ratten-Jejunumsegmenten, die einer Ischämiezeit von 30 
Minuten ausgesetzt wurden. Der Ischämie-Reperfusionsschaden induzierte eine 
schnelle und prolongierte Aktivierung von NF-κB und AP-1 in den Zellkernen der 
intestinalen Mukosa und von Epithelzellen. Yeh et al. beschrieben eine organ-
spezifische Immunantwort als Folge der Ischämie-Reperfusionsschädigung, welche 
durch eine prolongierte Aktivierung von NF-κB und AP-1 unter Beteiligung von NF-κB 
p50 Dimeren aber ohne Beteiligung von AP-1 c-Jun Protein charakterisiert war (Yeh 
et al. 2000).  
Deshalb verglichen wir nicht geschädigtes und geschädigtes Dünndarmgewebe 
während des intestinalen Ischämie-Reperfusionsschadens im standardisierten Modell 
der extrakorporalen Dünndarmperfusion. Als nicht geschädigtes Gewebe wurde ein 
Dünndarmresektat vor Perfusion mit der Konservierungslösung eingesetzt, und als 
geschädigtes Gewebe verwendeten wir ein Dünndarmresektat nach einer KIZ von 2 
Stunden und einer Reperfusionsdauer von 3 Stunden. Eine Zeitspanne von 3 
Stunden nach Reperfusion wurde ausgewählt, da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, 
dass eine Reihe inflammatorischer Mediatoren zu dieser Zeit im Perfusat 
nachweisbar sind und sich bereits eine mukosale Schädigung manifestiert hat. Als 
Nachweismethode haben wir das mRNA-Differential Display eingesetzt, welches den 
Vorteil besitzt, eine Vielzahl hoch- und herunterregulierter Gene zu detektieren. Dazu 
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wurde die Gesamt-RNA in einer Reversen Transkription in stabilere cDNA 
umgeschrieben. Dieses erfolgte durch poly (dT)-Downstream Primer mit einer 
angehängten spezifischen alternativen Base am 3′-Ende, die zu Beginn des poly (A)-
Schwanzes der mRNA binden sollen. Für die folgende Amplifikation der cDNA stand 
neben dem poly (dT)-Downstream Primer ein zweiter ″arbitrary″ Upstream Primer je 
durchgeführte PCR zur Verfügung. Die Auftrennung der ursprünglich 
unterschiedlichen mRNA-Populationen in den Geweben wurde nach der 
Umschreibung in die cDNA-Fraktionen auf Polyacrylamidgelen vorgenommen. Die 
cDNA-Banden wurden durch Silberfärbung sichtbar gemacht. Die von Liang und 
Parde (Liang u. Parde 1992) beschriebene Verfahrensweise der Detektion der cDNA-
Banden beim mRNA-Differential Display beinhaltet die radioaktive Detektion unter 
Nutzung markierter dNTPs. Die hier angewendete nicht radioaktive Silberfärbung 
wurde soweit modifiziert, dass eine Sensitivität beim Nachweis von doppelsträngiger 
DNA von ein bis 10 pg/mm2 erreicht werden konnte, was der Empfindlichkeit 
radioaktiver Methoden durchaus vergleichbar ist (Bassam et al. 1991). Ein Nachteil 
des mRNA-Differential Displays ist, dass es keine gezielte Auswahl differentieller 
Banden für die weitergehende Analyse erlaubt und zudem einen hohen zeitlichen 
Aufwand erfordert. Jedoch ermöglicht es die Detektion unbekannter Gene, 
wohingegen bei neueren Methoden wie der ″Electronic Microarray″ Analyse eine 
gezielte Untersuchung bekannter Gene im Vordergrund steht und eine grosse Menge 
von 50-200 µg pro Target und Array für die Hybridisierung benötigt wird. 
Eine Vielzahl differentieller Banden wurden auf dem Gel des mRNA-Differential 
Displays identifiziert. Bei der Suche nach Homologien zu den analysierten mRNA-
Sequenzen fanden sich Gene wie SLA-DQ, dessen Rolle bei der Ischämie-
Reperfusionsschädigung seit längerer Zeit diskutiert und untersucht wird. Jedoch 
wurde die Mehrzahl der detektierten Gene bislang nicht im Zusammenhang mit der 
intestinalen Ischämie-Reperfusionsschädigung beschrieben. 
Die Expression von GUCY1B3 mRNA und von MKP-7 mRNA wurde in unserem 
Modell nach Reperfusion differentiell herunterreguliert. Die Guanylatzyklase 
katalysiert die Synthese von zyklischem GMP, welches als intrazellulärer 
″messenger″ fungiert (Giuili et al. 1992). MKP-7 ist eine dual-spezifische 
Phosphatase, die für Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs) spezifisch ist. 
Masuda et al. vermuteten, dass MKP-7 die Lokalisation der MAPKs im Zytoplasma 
determiniert (Masuda et al. 2001). MAPKs werden durch Dephosphorilierung am 
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Thyreonin- oder Thyrosinrest inaktiviert oder beide im P-loop durch 
Proteinphosphatasen katalysiert, die Serin/Threonin-Phosphatasen, Thyrosin-
Phosphatasen und dual-spezifische Phosphatasen enthalten. Bislang sind 9 MKPs 
bekannt, und jede MKP besitzt ihre eigene Substratspezifität, Gewebsverteilung und 
subzelluläre Lokalisation. In Zellkulturen ist MKP-7 überwiegend im Zytoplasma 
lokalisiert. MKP-7 bindet und inaktiviert p38 MAPK und JNK/SAPK aber nicht ERK 
(Tanoue et al. 2001). 
Ein weiteres herunterreguliertes Gen in unserem Modell ist TCF7 (Synonym TCF1). 
TCF1 ist als T-Zell spezifischer Transkriptionsfaktor beschrieben worden (van de 
Wetering et al. 1992). Roose et al. zeigten, dass TCF7 ein Zielgen von TCF4 in 
Epithelzellen ist. TCF7 -/- Mäuse entwickeln Adenome im Darm und in der 
Brustdrüse. TCF7 wurde mittels Northern-Blot in 5 von 6 Kolorektalzellinien 
nachgewiesen, die APC oder onkogenen Mutationen des beta-Catenin besaßen. 
Roose et al. wiesen nukleäres TCF7-Protein in normalem menschlichen Gewebe, 
proliferierenden intestinalen Epithelzellen und in Epithelzellen der Brustdrüse nach. 
TCF7 agiert vermutlich als „feedback“-Transkriptionsrepressor von beta-Catenin in 
TCF4 Zielgenen. Die Unterbrechung des negativen „feedback-loops“ wird deshalb in 
der Pathogenese von epithelialen Tumoren diskutiert (Roose et al. 1999). 
Ein weiteres differentiell herunterreguliertes Gen in unserem Modell ist UHRF1 
(Synonym ICBP90), welches ein neuartiges humanes CCAAT Bindungsprotein ist. 
ICBP90 ist in die Regulation der Topoisomerase-II-alpha-Expression involviert. 
Hopfner et al. vermuten, dass ICBP90 an Zellproliferationsprozessen beteiligt ist 
(Hopfner et al. 2000). 
Ebenfalls herunterreguliert in unserem Modell ist das SNAP23-Gen. Die vermutete 
Funktion von SNAP23, welches als Bestandteil des Rezeptors für den allgemeinen 
Membranfusionsapparat fungiert, ist die Regulation der Transportvesikel-Bindung 
und -Fusion (Ravichandran et al. 1996). Bei der Suche nach „immediate-early“ 
Zytokin responsiven Genen entdeckten Morikawa et al. SNAP23 mittels mRNA-
Differential Display. SNAP23 wurde durch IL-2, IL-3, IL-5, IL-10, Stammzellfaktor, G-
CSF, GM-CSF, den Leukämie inhibitorischen Faktor und Erythropoetin induziert. Die 
Expression von SNAP23 war assoziiert mit dem Ras-Raf-MAPK Signalweg jedoch 
nicht mit dem JAK-STAT Signalweg. Die Expression von SNAP23 wurde in Herz-, 
Lungen-, Nieren-, Milz- und Dünndarmgewebe nachgewiesen. Des weiteren zeigte 
sich, dass SNAP23 während Proliferations- und Differenzierungsprozessen induziert 
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wird (Morikawa et al. 1998). Demzufolge hätten wir eine hochregulierte Expression 
von SNAP23 in unserem Modell erwartet. Interessanterweise wird die SNAP23 
mRNA-Expression nach Reperfusion jedoch differentiell herunterreguliert. Die 
SNAP23 mRNA-Expression wurde mittels In-situ-Hybridisierung in der Membran der 
submukosalen Muskelzellen nachgewiesen. 
 
Die von uns “SMH-1“ benannten Sequenz besitzt eine Homologie zu einer neuen 
Gensequenz (GenBank AL050310), die Teile eines kürzlich entdeckten 
Zinkfingerproteins enthält und derzeit noch untersucht wird. Zinkfingerproteine sind 
eine Untergruppe von Transkriptionsfaktoren. Die SMH-1 mRNA-Expression war 
nach einer KIZ von 20 Stunden höher als nach einer KIZ von 2 Stunden und nahm 
nach Reperfusion ab. Die hochregulierte Expression der SMH-1 mRNA während der 
KIZ lässt vermuten, dass es sich um ein Hypoxie-reguliertes Gen handelt. Die 
Funktion von SMH-1 ist bislang unbekannt. Die SMH-1 mRNA-Expression konnte 
mittels In-situ-Hybridisierung in submukosalen glatten Muskelzellen nachgewiesen 
werden. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu prüfen ob SMH-1 als 
Parameter zu Detektion Hypoxie vermittelter Schädigung geeignet ist. 
 
″Amyloid beta (A4) protein precursor″ (APP) mRNA wurde in unserem Modell 
differentiell hochreguliert. APP wird in der Pathophysiologie des Morbus Alzheimer 
diskutiert (McLendon et al. 2000). Oxidativer Stress soll zu Amyloid Ablagerungen 
führen, die bei Morbus Alzheimer auftreten. Fowler et al. vermuten, dass oxidativer 
Stress zum Verlust von Phosphoinositiden und somit zur Diacylglycerol-vermittelten 
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) führt. Die Aktivierung von PKC reduziert die 
Produktion der beta-Amyloid-Peptide vom ″amyloid precursor protein″ (Fowler 1997). 
DDEF-1 wurde ebenfalls in der Reperfusionsphase differentiell hochreguliert. DDEF-
1 oder ASAP1 ist ein ADP-Ribosylierungsfaktor (ARF) und GTPase-aktivierendes 
Protein der Centaurin β Familie. DDEF-1 bindet ARF sowie die Tyrosinkinase Src 
und Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphonat, welche beide Regulatoren des Aktin-
Zellskellettes sind. ASAP1 ist an fokalen Adhäsionen beteiligt, wenn die Zelle zur 
Bewegung stimuliert wird. Eine Überexpression von ASAP1 verändert die 
Morphologie fokaler Adhäsionen und blockiert die Zellbewegung (Furman et al. 
2002). Randazzo et al. vermuten, dass ASAP1 das ″Remodelling″ des Zellskelettes 
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reguliert und der ARF-Signalweg ein Ziel für die PDGF-Signalübertragung darstellt 
(Randazzo et al. 2000). 
NADH-Ubichinon Oxidoreduktase, die in unserem Modell eine hochregulierte 
Expression zeigte, gehört zum Komplex I der mitochondrialen Atmungskette 
(Friedrich 2001). Die Abnahme intramitochondrialer ATP Konzentrationen führt zur 
mitochondrialen Dysfunktion bei ischämischen Lebern (Watanabe et al. 1983). 
Nishida et al. zeigten, dass Ubichinon-Cytochrom-c-Oxidoreduktase und NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase empfindlich auf den Oxidationsschaden während der 
Reperfusionsphase von kalt konservierten Lebern und während der gekühlten 
Inkubation von Rattenleber-Mitochondrien reagieren. Nishida et al. folgerten, dass 
die Leber bei Ischämie-Exposition durch einen Anstieg der Protonenpermeabilität 
während Hypoxie und durch den Abfall der Enzymaktivitäten des 
Elektronentransportsystems während der Reoxygenierung geschädigt wird (Nishida 
et al. 1987). Die differentielle Hochregulation der NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase 
impliziert einen Schutzmechanismus zum Erhalt der mitochondrialen Atmungskette 
während der Ischämie-Reperfusion. 
SLA-DQ mRNA wurde nach Reperfusion differentiell hochreguliert. Die Expression 
von SLA-DQ mRNA konnte im mukosalen Epitehl und in submukosalen 
Endothelzellen mittels In-situ-Hybridisierung nachgewiesen werden. Ähnlich dem 
humanen Leukozytenantigen reguliert das Schweine-Leukozytenantigen die 
Immunantwort (Pescovitz et al. 1984). Nach Oragntransplantationen kommt es zur 
Interaktion zwischen Haupthistokompatilibitätsantigenen (MHC) und dem T-Zell-
Rezeptor, welcher das erste Signal der T-Zell-Aktivierung darstellt. MHC Klasse II 
Antigene werden auf Antigen-präsentierenden Zellen (APC) exprimiert und 
stimulieren CD4+ T-Zellen. Intestinale Epithelzellen exprimieren das Antigen über 
HLA der Klasse II in vitro (Kaiserlian et al. 1989, Hershberg et al. 1997). Hershberg 
et al. vermuten, dass die intestinalen Epithelzellen während inflammatorischer 
Prozesse als zusätzliche APC agieren und die mukosale CD4+ T-Zell-Immunreaktion 
stimulieren (Hershberg u. Mayer 2000). Eine Spezies-spezifische Stimulation der 
Expression des MHC Klasse II-Gens durch IFNγ konnte für porcine und humane 
Endotehlzellen nachgewiesen werden (Murray et al. 1994, Bravery et al. 1995, 
Collins et al. 1984, Batten et al. 1996). Die Hochregulation von MHC Klasse II steuert 
somit die T-Zell-vermittelte Immunantwort bei inflammatorischen Prozessen. 
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Zu den hochregulierten Genen in unserem Modell gehörten des weiteren Interleukin-
7 und TIS11. Interleukin-7 wird als ein potenter Regulator der mukosalen 
Lymphozyten im Dünndarm diskutiert. Die Expression von IL-7 mRNA wurde von 
Watanabe et al. in intestinalen Epithelzellen und insbesondere in Becherzellen 
immunohistochemisch und durch In-situ-Hybridisierung nachgewiesen (Watanabe et 
al. 1995). Die kontinuierliche Expression von TTP/TIS11 Protein in physiologischen 
Konzentrationen führt zum Zelluntergang durch Apoptose. Johnson et al. vermuten, 
dass TTP und TIS11 „immediate early“ Proteine sind, die Einfluss auf die Signalwege 
von Zellwachstum und Zellüberleben ausüben (Johnson et al. 2000). In einem 
Hypoxie-Ischämie-Modell des Rattenhirns konnte gezeigt werden, dass TIS11 ein 
„immediate early“ Gen ist, welches nach 1, 2 und 3 Stunden nach Hypoxie hoch 
reguliert wird (Gubits et al. 1993). Die Hochregulation von IL-7 und TIS11 nach 
Reperfusion in unserem Modell impliziert eine potentielle Beteiligung von IL-7 als 
Mediator für mukosale Lymphozyten, und TIS11 vermittelt potentiell Apoptose- und 
Regenerationsprozesse im Dünndarm. 
In unserem Modell fanden wir eine Sequenz, die eine hohe Homologie zu alpha-NAC 
mRNA aufweist. Mittels Northern-Blot konnten wir eine differentielle Heraufregulation 
der alpha-NAC mRNA-Expression bestätigen. Die differentielle Expression von 
alpha-NAC wurde von Yotov et al. sowie Moreau et al. in differenzierten 
Osteoblasten während deren Entwicklung beschrieben (Yotov et al. 1998, Moreau et 
al. 1998). Wiedmann et al. reinigten NAC auf und fanden einen heterodimeren 
Komplex. Die beta-NAC-Untereinheit wurde als BTF3b identifiziert (Wiedmann et al. 
1994). BTF3b ist an der Regulation der Transkription bei Hefen und höheren 
Eukaryoten beteiligt (Parthun et al. 1992, Hu u. Ronne 1994, Zheng et al. 1990). St-
Arnaud und Quelo untersuchten die Rolle von alpha-NAC bei der Kontrolle der 
Transkription. Das alpha-NAC-Protein agiert in vivo als transkriptionaler Koaktivator, 
indem es die Aktivität des chimären Aktivators GAL4/VP-16 potenziert (St-Arnaud u. 
Quelo 1998). Alpha-NAC potenziert auch die Aktivität des homodimeren c-Jun-
Aktivators, wohingegen die heterodimere c-Fos/c-Jun vermittelte Transkription nicht 
beeinflusst wird (Moreau et al. 1998). Alpha-NAC stabilisiert den AP-1-Komplex, der 
von c-Jun Homodimeren gebildet wird, durch eine 8-fache Reduktion der 
Dissoziationskonstante des Komplexes. Es wird vermutet, dass die hohe Affinität von 
alpha-NAC für c-Jun die Interaktion der c-Jun Homodimere mit dem basalen 
Transkriptionsapparat stabilisiert. St-Arnaud und Moreau folgerten, dass die 
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Transkriptionsrate eines c-Jun-abhängigen Promotors durch den alpha-NAC 
Koaktivator erhöht wird, welcher die c-Jun Dimere auf ihrer Bindungsseite stabilisiert 
(Moreau et al. 1998, St-Arnaud u. Quelo 1998). Es bleibt spekulativ, inwieweit eine 
Interaktion zwischen alpha-NAC und dem organ-spezifischen Ausbleiben der 
Expression des AP-1 c-Jun-Proteins besteht, die von Yeh et al. bei der intestinalen 
Ischämie-Reperfusionsschädigung beschrieben wurde (Yeh et al. 2000). 
TRIP7 wurde nach Reperfusion differentiell hochreguliert. TRIP7 interagiert mit der 
Liganden-Bindungsdomäne des Schilddrüsenhormonrezeptors. Die Schilddrüsen-
hormonrezeptoren sind Hormon-abhängige Transkriptionsfaktoren. TRIP7 benötigt 
für die Interaktion die Anwesenheit von Schilddrüsenhormon. Lee et al. vermuten, 
dass der indirekte Schilddrüsenhormon (T3)-Effekt einen neuartigen Mechanismus in 
der hormonellen Aktivierung der Genexpression darstellt (Lee et al. 1995). 
 
Vier bei unserem Versuch neu entdeckte partielle CDS mRNA-Sequenzen von 
differentiell hochregulierten Genen wurden bei der GenBank registriert. ″FAT tumor 
supressor gene″ ist ein Cadherin-verwandter ″Tumorsuppressor-Homolog-
Precursor″. Cadherine vermitteln Kalzium-abhängige Zell-Zell-Adhäsionen in einer 
Vielzahl von Geweben und sind wichtige Regulatoren der Morphogenese (Takeichi 
1991, Geiger und Ayalon 1992). Ein Verlust der FAT-Funktion wird bei der Invasion 
und Metastasierung von malignen Tumoren diskutiert (Takeichi 1993). FAT wird 
überwiegend in Epithelzellen und weniger in Endothel- und glatten Muskelzellen 
exprimiert. Dunne et al. vermuten des weiteren, dass FAT eine wichtige Rolle bei 
Entwicklungsprozessen und der Zellkommunikation besitzt (Dunne et al. 1995). Die 
Hochregulation von FAT nach Reperfusion in unserem Modell impliziert eine 
potentielle Beteiligung von FAT an Reparaturprozessen. 
Die mRNA des ribosomalen Proteins L3 (RPL3) wurde nach Reperfuison 
hochreguliert. Der effiziente Zusammenschluss von Ribosomen erfordert eine 
ausgeglichene Synthese ribosomaler RNA und jedes ribosomalen Proteins (Pearson 
et al. 1982). RPL3 ist an der Formation des Peptidyltransferasezentrums beteiligt und 
ist für dessen katalytische Aktivität essentiell. RPL3 bindet in vitro Nukleotid-
Triphosphate mit hoher und spezifischer Affinität. Die Affinität von RPL3 zu 
Nukleotid-Triphosphaten ist 500-fach höher als zu den korrespondierenden 
Nukleotid-Mono- und Diphosphatasen (Avliyakulov et al. 2000). Ou et al. fanden eine 
hohe Expression von RPL3 in Kolonkarzinom- und Lymphomzell-Linien und folgerten 
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daraus, dass eine RPL3 Überexpression eine Eigenschaft von sich schnell teilenden 
Zellen ist (Ou et al. 1987). 
Die STK12 (Synonym: ARK2) mRNA-Expression war nach Reperfusion differentiell 
hochreguliert. Die chromosomale Trennung während Mitose und Meiose wird durch 
Kinasen und Phosphatasen reguliert. ARK2 wird in der S und G2/M Phase exprimiert 
(Shindo et al. 1998). Eine Expression von STK12 konnte im Thymus, Dünndarm, 
Testes, Kolon, Milz und Gehirn nachgewiesen werden (Kimura et al. 1998). STK12 
wurde mittels In-situ-Hybridisierung im mukosalen Epithel, in submukosalen 
Endothelzellen und in Lymphozyten der Submukosa nachgewiesen. 
Das 3′-Ende einer EST-Sequenz und hochregulierte mRNA-Expression wurde nach 
der Methode der RACE-PCR identifiziert. Diese zeigte eine Homologie zu Homo 
sapiens Son-DNA-bindendem-Protein und wurde in der GenBank registriert 
(GenBank: AY072691). Das menschliche Son-Gen wurde ursprünglich bei 
Hybridisierung in der GC-reichen genomischen DNA-Sequenz (Bliskovskii et al. 
1992) oder in der pyrimidinreichen Sequenz (Mattioni et al. 1992) kloniert. Die 
Funktion des Son ist bis heute noch nicht klar, aber die Überexpression des 




Anhand des isoliert perfundierten Schweinedünndarms haben wir gezeigt, dass es 
besonders während der Reperfusion mit Schweinevollblut zu einer starken 
Entzündungsreaktion mit Freisetzung von Zytokinen und einer Induktion der 
entsprechenden mRNA-Expression kommt. Diese Reaktion zeigte sich schon 
während der kalten Ischämiezeit, wobei sie nach 20 Stunden KIZ deutlich 
ausgeprägter war als nach 2 Stunden. Nach Reperfusion kam es zu einer mukosalen 
Schädigung, wobei eine verlängerte kalte Ischämiezeit zu einer frühzeitigeren und 
initial schwereren mukosalen Schädigung nach Reperfusion führte. Als Ausdruck der 
Ischämie-Reperfusionsschaden-vermittelten Entzündungs-reaktion beobachteten wir 
eine zunehmende Expression von IL-6, IL-2, HSP70, IFNγ und E-Selektin. 
Durch In-situ-Hybridisierung konnten wir die mRNA-Expression von IL-6 nicht nur in 
immunkompetenten Zellen sondern sogar in Endothel-, glatten Muskel- und 
Ganglienzellen nachweisen. Daraus scheint zu folgen, dass auch diese Zellen, 
neben den immunkompetenten Zellen, eine wesentliche Rolle bei der Initiierung des 
intestinalen Ischämie-Reperfusionsschadens spielen. 
Erstmals gelang uns mittels In-situ-Hybridisierung die Lokalisation der mRNA-
Expression von IL-2, HSP70 und E-Selektin in Dünndarmgewebe. Dabei fand sich E-
Selektin mRNA-Expression in Endothelzellen. Da diese Effekte früh nach 
Reperfusion auftraten und möglicherweise einen Beitrag zum Ischämie-
Reperfusionsschaden leisten, bietet es sich an, E-Selektin als Marker für eine 
Aktivierung der Endothelzellen zu verwenden. 
Des weiteren konnten wir mittels Differential Display eine Vielzahl von hoch- und 
herunterregulierten Genen identifizieren, darunter das Schweine-Leukozytenantigen 
SLA-DQ (MHC Klasse II), dessen mRNA-Expression unmittelbar nach Reperfusion 
hochreguliert wird. MHC Klasse II ist für die Antigenität von Transplantaten von 
ausschlaggebender Bedeutung. Für alpha-NAC, GUCY1B3, TCF7, TIS11, TRIP7 
und das von uns genannte SMH-1 Gen kommt eine Rolle als Transkriptionsfaktor in 
Frage, während SNAP23, UHRF1, DDEF1, FAT, RPL-3 und STK12 an 
Differenzierungs- und Proliferationsprozessen beteiligt zu sein scheinen. 
Bei unseren Versuchen entdeckten wir außerdem vier, beim Schwein bisher nicht 
bekannte, Gene, die wir  in der GenBank registrieren ließen: Das zur Cadherin-
Superfamilie gehörende FAT Tumor-Suppressor-Gen, welches an der Zell-Zell-
Interaktion beteiligt ist, STK, welches Proteine der frühen Entzündungsreaktion 
 85
phosphoryliert, RPL3, welches an der Bildung des Peptidyltransferasezentrums 
beteiligt ist und für dessen katalytische Aktivität essentiell ist sowie Son-DNA-
bindendes Protein, dessen Funktion bis heute unklar ist. Die Überexpression des 
rekombinanten Proteins kann jedoch die Zellmorphologie verändern. 
Schließlich identifizierten wir ein während der Reperfusion differentiell 
herunterreguliertes, bisher gänzlich unbekanntes Gen, welches wir SMH-1 nannten. 
Dieses Gen besitzt eine Homologie zu einer humanen DNA-Sequenz, die einen Teil 
eines kürzlich entdeckten Zink-Fingerproteins aufweist. Es scheint ein Hypoxie 
reguliertes Gen zu sein, dessen Funktion noch nicht näher bekannt ist.  
Das mRNA-Differential Display erscheint als geeignete Methode zur Detektion von 
Genen, die bei der intestinalen Ischämie-Reperfusionsschädigung differentiell 
exprimiert werden. Wir konnten Gene nachweisen, die bislang nicht in der 
Pathophysiologie des Ischämie-Reperfusionsschadens diskutiert wurden und eine 
potentielle Rolle bei den hierdurch hervorgerufenen Schädigungs- und 
Reperaturprozessen spielen. 
Die in unserer Arbeit detektierten differentiellen Gene können der weiteren 
Aufklärung der Pathophysiologie des Ischämie-Reperfusionsschadens dienen und 





In dieser Arbeit wurde das Modell des isoliert perfundierten Schweinedünndarms 
verwendet. Der Darm wurde einer kalten Ischämiezeit (KIZ) von 2 oder 20 Stunden in 
Organprotektionslösung (HTK) ausgesetzt und anschließend unter physiologischen 
Bedingungen mit Schweinevollblut perfundiert. Der Ischämie-Reperfusionsschaden 
des Dünndarms führte in unserem standardisierten extrakorporalen 
Dünndarmperfusionsmodell vor allem zu einer Schädigung der intestinalen Mukosa 
während der Reperfusionsphase. In Darmbiopsien wurde die Genexpression von 
bekannten proinflammatorischen Mediatoren nach 2 und 20 Stunden kalter 
Ischämiezeit in stündlichen Intervallen bis zu einer maximalen Reperfusionszeit von 
10 Stunden sowohl quantitativ bestimmt als auch lokalisiert. Darüber hinaus wurde in 
Biopsien vor Perfusion und 3 Stunden nach Reperfusion mit mRNA-Differential 
Display untersucht, welche bisher nicht näher untersuchten Gene durch diesen 
Versuchsaufbau induziert bzw. herabreguliert wurden. Für einige Kandidatengene 
wurde ebenfalls deren Lokalisation mit DIG-markierten cRNA-Sonden durch In-situ-
Hybridisierung bestimmt. 
 
In der bisher ungeklärten Pathogenese entzündlicher Darmerkrankungen spielen 
Zytokine eine Schlüsselrolle, wobei die dysregulierte Zytokinexpression eine 
inflammatorische Antwort auf ätiologisch unterschiedliche Ereignisse darstellt, welche 
die Spezifität dieser resultierenden Antwort bedingt. Die Art und Menge exprimierter 
und sezernierter Zytokine mag dabei vom auslösenden Prozess abhängig sein. In 
unserem Modell, das ebenfalls zu einer Entzündungsreaktion im Darm führt, fand die 
IL-6 mRNA-Expression in der Frühphase der Reperfusion statt und könnte zur 
Überwachung schwerer Ischämie-Reperfusionsschäden dienen. Eine verlängerte 
Hypoxie war mit deutlich schwereren Mukosaschäden nach Reperfusion assoziiert 
und scheint die IL-6 mRNA-Expression zu induzieren. Die Rolle der IL-6 mRNA-
Expression in Endothelzellen, Monozyten, glatten Muskelzellen und Ganglienzellen 
ist noch nicht vollständig geklärt. 
Die Expression von IL-2 zeigte einen zweiphasigen Verlauf und waren unmittelbar 
nach Beginn (0 Stunden) sowie 7 Stunden nach Reperfusion am ausgeprägtesten. 
IL-2 wurde zum ersten Mal im Dünndarm mittels In-situ-Hybridisierung in 
Gefäßendothelzellen der Mukosa, in Lymphozyten der Submukosa und Mukosa 
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sowie in Gefäßendothelzellen im Bereich der "Muscularis propria" nachgewiesen. 
Wegen seiner Wirkung auf T- und B-Zellen gilt IL-2 als zentrales Regulatormolekül 
der Immunantwort. 
Die HSP70 mRNA-Expression im Dünndarm stieg unmittelbar nach Reperfusion 
deutlich an, wobei eine erhöhte Expression von HSP70 mRNA nach einer KIZ von 20 
Stunden nachgewiesen wurde. Eine Abnahme der HSP70 mRNA-Expression nach 
Reperfusion (20 Stunden KIZ) wurde beobachtet. Die erhöhte mRNA-Expression von 
HSP70 hängt wahrscheinlich mit der Bildung freier Radikale, zirkulierenden 
Zytokinen und einer immunologischen Funktion von HSP70 zusammen. HSP70 
mRNA wurde zum ersten Mal im Dünndarm mittels In-situ-Hybridisierung in 
Endothelzellen, in glatten Muskelzellen und in mukosalen Epithelzellen 
nachgewiesen. 
IFNγ ist ein inflammatorisches Zytokin, das essentielle Funktionen in der 
angeborenen Immunantwort besitzt. IFNγ war vor und nach Reperfusion exprimiert, 
wobei die Expression in der Reperfusionsphase nach 2 Stunden KIZ zunahm. IFNγ 
wurde mittels In-situ-Hybridisierung in der intestinalen Mukosa (Lymphozyten) 
nachgewiesen. Über eine konstitutionelle Expression von IFNγ mRNA in der Mukosa 
gibt es bisher keine weiteren Arbeiten, aber auf Grund des erhöhten 
Aktivierungsgrades intestinaler T-Zellen wäre eine IFNγ-Synthese nicht unerwartet 
gewesen. 
Die E-Selektin mRNA-Expression war bereits nach der Laparatomie nachweisbar 
und stieg danach während der KIZ an. Verlängerte KIZ prädisponierte zu verstärkter 
E-Selektin-Transkription und war mit früherer und verstärkter Mukosaschädigung 
infolge Reperfusion assoziiert. E-Selektin-mRNA wurde wie bei HSP70 und IL-2 zum 
ersten Mal mittels In-situ-Hybridisierung in Endothelzellen nachgewiesen. 
 
Mittels mRNA-Differential Display konnten wir eine Vielzahl nach 3 Stunden hoch- 
und herunterregulierter Banden identifizieren. Die mRNA-Sequenzen von FLJ22116, 
GUCY1B3, MKP-7, der mitochondrialen DNA D-loop-Region, NADH4, NADH6, mc 7-
Protein, SNAP23, TCF7, UHRF1 und das von uns genannte SMH-1 Gen waren nach 
einer Reperfusionsdauer von 3 Stunden differentiell herunterreguliert. Im Gegensatz 
hierzu wurden die mRNA-Sequenzen von β-Amyloid, Cingulin, DDEF1, FAT, Ig 
Gamma ″heavy-chain″, IL-7, NADH4, SMLZ-2, MYO 5B, RARA, RPL3, SLA-DQ, 
STK12, SON3, alpha-NAC und TRIP7 nach 3 Stunden Reperfusion differentiell 
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hochreguliert. Während die durch den Ischämie-Reperfusionsschaden differentiell 
regulierten Gene alpha-NAC, GUCY1B3, SMH-1, TCF7, TIS11 und TRIP7 als 
Transkriptionsfaktor in Frage kommen, scheinen SNAP23, UHRF1, DDEF1, FAT, 
RPL3 und STK12 an Differenzierungs- und Proliferationsprozessen beteiligt zu sein. 
 
Das differentiell herunterregulierte SMH-1 besitzt eine hohe Homologie zu einer 
DNA-Sequenz, die einen Teil eines kürzlich entdeckten Zink-Fingerproteins aufweist. 
SMH-1-mRNA wurde am Ende der KIZ exprimiert, jedoch nicht vor HTK-Perfusion. 
Die Expression der SMH-1 mRNA war nach einer KIZ von 20 Stunden höher als 
nach 2 Stunden und wurde während der Reperfusionsphase herunterreguliert. SMH-
1-mRNA konnte in submukosalen glatten Muskelzellen nachgewiesen werden. SMH-
1 scheint ein Hypoxie reguliertes Gen zu sein, dessen Funktion noch nicht näher 
bekannt ist. 
Die Hochregulation der NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase impliziert eine protektive 
Rolle gegen den Ischämie-Reperfusionsschaden. Wohingegen die Hochregulation 
von IL-7 und SLA-DQ potentielle Mediatoren der Schädigung darstellen. SLA-DQ 
mRNA war bereits vor HTK-Perfusion exprimiert. Unmittelbar nach Reperfusion stieg 
die SLA-DQ mRNA-Expression an und blieb bis zum Ende der Reperfusionsphase 
erhöht. SLA-DQ mRNA wurde mittels In-situ-Hybridisierung im mukosalen Epithel 
und in submukosalen Endothelzellen nachgewiesen.  
Die alpha-NAC mRNA-Expression wurde nach Reperfusion hochreguliert. Alpha-
NAC potenziert die Aktivität des homodimeren c-Jun-Aktivators und stabilisiert den 
AP-1-Komplex, der von c-Jun Homodimeren gebildet wird. 
Vier neue differentiell hochregulierte Gene wurden identifiziert und in der GenBank 
registriert. FAT Tumor-Suppressor-Gen (GenBank: AF255344) ist ein Cadherin-
verwandter ″Tumor-Supressor-Homolog-Precursor″. FAT scheint eine wichtige Rolle 
bei Entwicklungsprozessen und der Zellkommunikation zu besitzen. RPL3 (GenBank: 
AF203699) ist an der Bildung des Peptidyltransferasezentrums beteiligt und ist für 
dessen katalytische Aktivität essentiell. Serin/Threonin-Kinase 12 (GenBank: 
AF244364; synonym: ARK2), welches Proteine der frühen Entzündungsreaktion 
phosphoryliert, wurde mittels In-situ-Hybridisierung im mukosalen Epithel, in 
submukosalen Endothelzellen und in Lymphozyten der Submukosa nachgewiesen. 




Abschließend ist hervorzuheben, dass nicht-immunologische Faktoren in Ischämie-
Reperfusionsshaden bedeutsam sind. Die gewonnenen Erkenntnisse können der 
weiteren Aufklärung der Pathophysiologie des Ischämie-Reperfusionsschadens und 
als Grundlage für die weitere Untersuchung der Funktion der differentiell regulierten 
Gene dienen. Insbesondere ist das Schweinemodell hierbei von Interesse, da die 
gewonnenen Erkenntnisse nicht nur zur weiteren Aufklärung der Pathophysiologie 
von Ischämie und Reperfusion und der Entwicklung von Interventionsstrategien 
dienen, sondern auch eine Perspektive für die Xenotransplantation darstellen, bei der 
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